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1. Gènes, génomes et espèces : définitions générales en génétique 
 
1.1.  Espèces et spéciation  
1.1.1. Evolution de la notion d’espèce 
Depuis l’avènement de la théorie de l’évolution, la notion d’espèce a connu beaucoup 
de développements mais aucun consensus n’a jamais pu être obtenu sur sa définition. Concept 
empirique, la notion d’espèce a évolué avec le temps et son histoire a été marquée par la 
pensée de grands naturalistes comme Linné, Buffon et Darwin. 
On a considéré dans un premier temps, aux dix-huit et dix-neuvième siècles, les 
espèces comme des entités fixes définies par des critères morphologiques. Cette conception 
typologique a trouvé son apogée avec les travaux de Linné et l’établissement de collections 
d’individus « typiques » de l’espèce.  
Cuvier introduit ensuite une notion de parenté, en proposant qu’«une espèce peut être 
définie comme la collection de tous les corps organisés nés les uns des autres ou de parents 




Puis cette conception a évolué vers la définition d’une espèce « taxonomique » pour 
laquelle l’analyse mathématique d’un grand nombre de critères suffirait à établir un seuil à 
partir duquel on pourrait dire que deux individus appartiennent à des espèces différentes. 
L’espèce serait alors plus un concept commode qu’une entité biologique réelle. 
 
Les insuffisances de ces méthodes ont conduit à une autre approche qui est la notion 
d’espèce biologique fondée essentiellement sur les critères d’interfécondité et d’isolement 
(Mayr, 1942), avec là encore quelques difficultés pour différencier par exemple des espèces 
qui ne sont pas naturellement en contact. 
Ceci a conduit à amender cette définition de l’espèce en y incluant une composante 
écologique. A compter de 1963, Ernst Mayr définit ainsi l’espèce comme une « communauté 
reproductive de populations, reproductivement isolée d’autres communautés et qui occupe 
une niche particulière dans la nature » (Mayr, 1963). Cette définition opérationnelle de 
l’espèce n’est toutefois pas exempte de problèmes (par exemple, la reconnaissance des 
niches). 
Une grande partie de ces problèmes peut cependant être évitée si, se référant à Cuvier 
et à la notion de parenté qu’il a introduite, l’on considère les êtres vivants dans leur histoire. 
L’évolution est en effet un processus historique et les espèces sont le résultat de l’éclatement 
d’espèces qui les ont précédées, ce qui définit la spéciation.  
 
1.1.2. Problématique de la notion d’espèce 
Désormais, la définition la plus communément citée est celle d’Ernst Mayr. Il définit 
donc le concept d’espèce biologique (ou espèce isolée) en indiquant que les espèces sont des 
« groupes de populations naturelles, effectivement ou potentiellement interféconds, qui sont 
génétiquement isolés d’autres groupes similaires » (Mayr, 1963). De nombreuses autres 
définitions ont également cours : par exemple l’espèce peut être définie comme une 
population dont les membres peuvent se croiser sans difficultés dans des conditions naturelles. 
Une autre définition, taxonomique, repose sur la notion de ressemblance (ou au contraire de 
degré de différence), concept encore très utilisé en paléontologie, où il n’y a pas d’autre 
option.  
La difficulté à admettre une définition unique de la notion d’espèce est également liée 
aux questions d’interfécondité présente ou absente. Celle-ci n’est en effet pas toujours 




An et l’on peut pourtant avoir des populations A1 et An qui ne le sont pas. Il est alors périlleux 
de limiter chacune des espèces. La théorie de l'évolution enrichit ainsi la notion d'espèce 
d’une dimension qui pose de grands problèmes d'individualisation, que seul le recours aux 
équilibres ponctués pourrait simplifier. En effet, la théorie de l’évolution repose sur le fait 
qu'une espèce peut évoluer, par le biais des phénomènes adaptatifs, vers la formation de 
nouvelles espèces. Ce processus est extrêmement lent, et l'évolution d'une espèce crée 
l'apparition de sous-espèces intermédiaires, chacune adaptée au milieu qui l'environne. Entre 
deux espèces, il existe un continuum de sous-espèces très proches. La notion d'espèce étant 
dès lors envisagée comme un ensemble continu, à quel moment peut-on dire que deux espèces 
sont différentes ? 
 
 Il apparaît nettement que le concept d’espèce fait encore l’objet de controverses, les 
différents domaines d’application ayant en outre chacun leurs exigences et contraintes. Pour 
notre part, nous nous en tiendrons à la définition d’Ernst Mayr qui est consensuelle et semble 
tout à fait pertinente. 
 
1.1.3. Modes de spéciation 
 Comme souligné précédemment, une espèce n'apparaît pas instantanément par une 
mutation qui aboutirait à la formation d'un individu d'un type nouveau. Voilà bien l’origine 
d’une des difficultés à définir l’espèce. Les espèces s'individualisent à partir de populations 
appartenant à une espèce d'origine. 
Le concept de spéciation a été essentiellement développé par Ernst Mayr. Celle-ci 
résulte des deux moteurs principaux de l’évolution : la sélection naturelle et/ou la dérive 
génétique, selon différentes modalités écologiques : on distingue la spéciation sympatrique de 
la spéciation allopatrique. 
Quatre éléments sont donc retenus comme déterminants de la spéciation : les forces 
(sélection et dérive) et les modalités (sympatrique ou allopatrique). Il semble primordial d’en 
préciser le sens et la teneur. La sélection naturelle tend à ne retenir que les individus (et leurs 
phénotypes) présentant un avantage sélectif, ce qui se manifeste par une meilleure survie (liée 
à une meilleure adaptation au milieu) et la production d’un plus grand nombre de descendants. 
La sélection naturelle apparaît donc quand les conditions suivantes sont réunies : 
renouvellement d'une population d'individus par mortalité et reproduction, différences 
phénotypiques des individus d'une population à un instant donné, héritabilité de certains de 




modification aléatoire des fréquences des différentes caractéristiques des individus. Elle a 
donc, par le processus de stochasticité, un impact d’autant plus important que la population 
est de petite taille. En outre, dans un certain nombre de cas, une corrélation positive peut être 
établie entre vitesse d’évolution et spéciation (Webster et al., 2003). La spéciation est dite 
allopatrique lorsque des populations initialement interfécondes évoluent en espèces distinctes 
du fait d’un isolement géographique. C'est le mode de spéciation de loin le plus fréquent chez 
les animaux. La spéciation sympatrique caractérise la distinction  d’espèces issues de 
populations non isolées géographiquement. Dans ce mode de spéciation, la sélection naturelle 
joue un rôle crucial dans la divergence des populations et un échange génétique se poursuit 
pendant un temps au début de la séparation des espèces (voir Figure 1.1.3). 
La spéciation est entrée au cours de ces dernières années dans l’ère de la biologie 
moléculaire (Wu and Ting, 2004). Des éléments géniques sont ainsi identifiés qui concourent 
à l’isolement reproductif des populations. Les gènes dits de spéciation affecteraient la valeur 
adaptative des individus hybrides, créant ainsi une barrière de spéciation. Un tel gène est 
exceptionnellement bien décrit chez des espèces de Drosophile : il code, chez Drosophila 
simulans pour deux nucléoporines Nup96 et Nup98 qui interagissent avec un gène inconnu du 
chromosome X de Drosophila melanogaster et cause la mort de la descendance hybride mâle 
(Presgraves et al., 2003). 
 
 
1.2.  Génome et épigénome 
Les caractéristiques des espèces, populations et individus, celles qui les rassemblent et 
celles qui les différencient, sont donc en premier lieu portées et transmises par le génome, 
substrat de notre identité génétique. Le génome est en effet l'ensemble du matériel génétique 
d'un individu ou d'une espèce. Le terme génome est du à Hans Winkler qui le définit pour la 
première fois en 1920 : « the haploid chromosome set, which, together with the pertinent 
protoplasm, specifies the material foudations of the species » (traduction en anglais de 
Lederberg et McCray) (Luchetta et al., 2005). 
 
1.2.1. Taille et structure des génomes  
1.2.1.1. Les mystères des tailles de génome  
Les tailles des différents génomes peuvent être déterminées par des méthodes physico-
chimiques et sont éventuellement confirmées par les données de séquençage dans les espèces 













Figure 1.1.3 Modalités de spéciation 
Représentation des divergences de populations lors de spéciations sympatrique et allopatrique. 
L’axe vertical représente la progression temporelle, du plus ancien (en bas) au plus récent (en haut). 
Les cercles et croix représentent les différents génotypes. La coloration noire des symboles illustre 
l’apparition des nouvelles espèces. Modifiée à partir d’une illustration de “Fossils and the History of 





ainsi couvrir de quelques kilobases (par exemple celui du HIV) à des centaines de gigabases 
(cas de certaines amibes). Les génomes de mammifères, quant à eux, s’étendent sur quelques 
gigabases. On note une très grande disparité dans les tailles de génomes, y compris entre 
espèces apparentées, et sans relation à la complexité apparente de l’organisme. Cette absence 
de corrélation constitue le « paradoxe de la valeur C », proposé par CA Thomas en 1971. Il 
est cependant primordial de noter qu’en première approximation (compte tenu, entre autre, du 
débat sur la notion de gène) le nombre de gènes est en relation avec ladite complexité des 
organismes. Mais cette relation est elle-même contestée par Claverie en 2001 (Claverie, 2001; 
Comeron, 2001; Gregory, 2001), qui introduit le paradoxe de la valeur N du nombre de gènes. 
La différence de taille entre génomes apparentés est alors portée par des séquences dites non 
codantes, dont les rôles et fonctions restent à définir. Ces questions relatives à l’ADN dit non 
codant constituent « l’énigme de la valeur C » (terme du à TR Grégory) (Comeron, 2001; 
Doolittle and Sapienza, 1980; Gregory, 2001). 
 
1.2.1.2. Structure des génomes 
Les pièces élémentaires des génomes sont les acides nucléiques (principalement 
l’ADN mais parfois également l’ARN) qui s’organisent en grandes molécules : les 
chromosomes.  
Les génomes de procaryotes se présentent sous la forme d’un chromosome circulaire 
(rarement plusieurs) auquel sont associées d’autres petites molécules d’ADN circulaire 
appelées plasmides. On identifie également des épisomes, molécules d'ADN circulaire, 
extrachromosomiques, qui peuvent se répliquer de manière autonome, à l’instar des 
plasmides. Les épisomes possèdent cependant certains gènes supplémentaires codant pour la 
synthèse d'enzymes de restriction qui permettent son intégration aux chromosomes cellulaires 
ou bactériens par une recombinaison épisomale. Les génomes procaryotes sont très riches en 
gènes et comportent peu de régions intergéniques, qui sont essentiellement régulatrices (voir 
Figure 1.2.1.2.a).  
Les génomes eucaryotes sont généralement constitués de plusieurs molécules d’ADN 
linéaires de très grande taille situées dans le noyau. S’y ajoutent un nombre variable de 
plasmides circulaires (chez certains champignons, notamment) et surtout les chromosomes 
des organites (mitochondries et chloroplastes) (voir Figure 1.2.1.2.b). Le génome nucléaire se 
scinde en autant de chromosomes qu’en compte l’espèce, dont la densité génique et la 
complexité structurale sont très variables selon les régions. On identifie une grande variété de 




















Figure 1.2.1.2.a Le génome des procaryotes 
A.Illustration de l’organisation du genome des parocaryotes. En vert (1), le chromosome 
circulaire, en rouge (2), les plasmides et épisomes. B. L’exemple représentatif du génome. d’E. Coli. 
En (A), un amas de bactéries E. Coli. En (B), un diagramme du génome circulaire d’E. Coli. Les gènes 
codant pour des protéines sont représentés par les barres oranges et jaunes en fonction du brin d’ADN 
à partir duquel ils sont transcrits. Les gènes ne codant que pour des molécules d’ARN sont figurés par 
des flèches vertes.((A) tiré de Tony Brain and Science Photo Library, (B), d’après FR Blattner et al, 










Figure 1.2.1.2.b Organisation du génome eucaryote 
A, Le matériel génétique eucaryote est localisé dans le noyau et les mitochondries. B, 
caryotype : chromosmes eucaryotes en métaphase de mitose. On distingue les deux chromatides de 
chaque chromosome. C, segment du génome humain. Cette carte indique la position des gènes, 
segments de gènes, pseudogènes, séquences répétées et microsatellites, sur un fragment de 50kb du 
locus du récepteur β aux cellules T (chromosome 7). La faible densité génique est ainsi illustrée. 
LINE/SINE : Long/Short Interspered Nuclear Repeat, LTR : Long Terminal Repeat. Extrait de 
(Rowen et al., 1996). D, résumé des différentes composantes du génome humain. Près de 50 % du 
génome sont constitués de séquences répétées, parmi lesquelles 45% sont des éléments transposables. 




bien qu’elles restent encore à définir, s’y trouvent des introns, diverses séquences 
uniques, des séquences variées de l’hétérochromatine (régions fortement condensées de 
l’ADN, le plus souvent inaccessible à la machinerie cellulaire) et des satellites (séquences 
répétées localement) et enfin des séquences répétées d’origines diverses (transposons, 
notamment) (voir Figure 1.2.1.2.b) (Batzer and Deininger, 2002; Hoskins et al., 2002). 
 
1.2.2. Epigénome  
Si le génome détermine, comme décrit précédemment, l’identité de l’individu, il ne 
suffit pour autant à expliquer le phénotype de chaque cellule. Deux cellules contenant la 
même séquence d’ADN peuvent en effet présenter des phénotypes différents, différences qui 
sont, comme le matériel génétique, transmises d’une cellule mère à ses cellules filles au cours 
de la mitose (Govin, 2006). 
 Ainsi, une information non codée par la séquence de l’ADN existe, et participe à la 
détermination du phénotype. Cette information est dite épigénétique et est définie par 
l’ensemble des changements stables et héréditaires qui ne sont pas associés à une modification 
de la séquence d’ADN, autrement dit, du génome (Wu and Morris, 2001). L’épigénome 
regroupe ainsi les modifications de la structure chromatinienne (méthylations, modifications 
d’histones et présence de variants d’histones…) induisant des variations d’expression génique 
et les phénomènes d’empreinte parentale. L’épigénèse inclut également, outre l’épigénome, 
les éléments ne codant pas pour des protéines mais néanmoins fonctionnels que sont les ARN 
dits non codants. 
 
 
1.3.  La notion de gène 
L’un des éléments structurels du génome apparaît être le gène. Mais comment définir 
clairement cette entité : gène, porteur d’un caractère phénotypique de Mendel et Morgan et 
des biologistes de l’évolution ou gène, portion d’ADN codant pour une protéine des débuts de 
la biologie moléculaire ? 
 
1.3.1. Un terme à redéfinir 
Il est tout à fait significatif d’apprendre que lors de l’élaboration d’un projet (non 
abouti) de lexique de la génétique par la société française de génétique, l’entrée « gène » avait 




français du gène (La recherche, décembre 2001) suscite majoritairement deux types de 
réponses, conformément aux deux définitions « classiques ». 
Des biophysiciens, spécialistes de génétique moléculaire ou virologues se réfèrent au 
gène dans le contexte des théories de l’évolution, comme l’élément objet de la sélection 
naturelle. Le gène est selon cette définition une unité abstraite, porteuse d’information, 
transmise par un individu à sa descendance et déterminant un caractère phénotypique. Mais 
cela implique un lien unique et systématique entre le gène et le caractère, ce qui est 
incompatible avec les connaissances relatives aux interactions entre plusieurs éléments 
géniques pour la manifestation d’un caractère. 
Pour d’autres (ou pour les mêmes, mesurant la difficile conjugaison des deux 
définitions « classiques » du gène), biophysicien, biologistes moléculaires, spécialistes en 
biotechnologies, virologues ou généticien des populations, le gène est sommairement un 
fragment d’ADN codant pour une protéine par l’intermédiaire d’un ARN, dit messager. Cette 
deuxième définition présente deux écueils majeurs qu’il nous faut développer :  
• Comment borner cette séquence codante, en dresser la géométrie ?  Introns et régions 
promotrices et régulatrices en font-ils partie ? Quid des séquences possédant plusieurs 
sites de terminaison de la transcription, des épissages alternatifs et donc permettant 
potentiellement la synthèse de protéines différentes ? Quid de fragments d’ADN 
présentant des séquences codantes sur leurs deux brins : un gène ou deux gènes ? Quid des 
gènes situés dans les introns d’autres gènes ? 
• Que faire des séquences ne codant pas pour la synthèse d’une protéine ? N’ont-elles donc 
ni fonction ni devenir ? N’est-ce point réducteur de résumer l’information portée par le 
génome à celle codant pour des protéines ? 
Le philosophe et biophysicien Henri Atlan ajoute en outre qu’il ne faut oublier « que 
les molécules d’ADN ne font rien par elles-mêmes, puisqu’elles sont inertes, contrairement 
aux protéines et aux ARN » (La recherche, décembre 2001).  
Ne parvenant pas à une définition unique et consensuelle, il semble néanmoins 
raisonnable d’admettre, dans le contexte de l’étude des génomes et de leur évolution, comme 
définition du gène la notion d’unité transcriptionnelle informative, tout en mesurant les limites 
de ce concept. Il s’agit alors d’un enchaînement de nucléotides, c'est-à-dire une portion 







1.3.2. Organisation des gènes eucaryotes 
Les gènes eucaryotes sont éminemment divers : par leur fonction, leur taille, leur 
structure.  
La plupart du temps, un gène commence par une séquence de nucléotides appelée 
région promotrice, dont le rôle est de permettre l'initiation mais surtout la régulation (tous les 
gènes ne sont pas exprimés dans toutes les cellules) de la transcription de l'ADN en ARN. 
Elle se situe majoritairement en 5’ du premier exon et s’étend parfois dans le premier intron. 
Un gène eucaryote comprend également souvent des séquences introniques absentes de 
l’ARNm et qui régulent au minimum l’épissage, et se termine par une séquence terminatrice, 
qui marque la fin de la transcription (voir Figure 1.3.2). 
Les gènes eucaryotes s’étendent sur quelques centaines de bases à plusieurs 
mégabases, et comportent également un nombre très variable d’exons, d’un à plusieurs 
dizaines. Il est intéressant de souligner la corrélation négative manifeste entre la longueur du 
gène et la fraction du gène qui est présente dans l’ARN messager mature. Ainsi, les messagers 
sont, eux, de tailles équivalentes et l’accroissement de la taille des gènes repose sur 
l’allongement des séquences non transcrites, qui peuvent être régulatrices, par exemple. 
Comme souligné précédemment, les gènes spécifient des ARN qui peuvent coder pour 
des chaînes polypeptidiques, ou protéines, mais également des ARN ne codant pas pour des 
protéines. C’est le cas pour les ARN ribosomaux ou les ARN de transfert, mais également de 
la famille des ARN dit non codants qui portent en réalité l’information, sans nécessité que 
celle-ci soit traduite. Ces derniers participent entre autre aux fonctions de régulation de la 
transcription, de réplication, de maturation, modification, translocation et stabilité des ARN 
et/ou de translocation et dégradation des protéines (Storz, 2002). L’étendue des fonctions des 













Figure 1.3.2  Structure et avenir d’un gène  
Le gène eucaryote est composé de séquences promotrice, régulatrices, d’introns et d’exons. 
Exons et Introns sont transcrits pour former l’ARN pré messager, puis les introns sont éliminés par la 









2. Mécanismes d’évolution des génomes 
 
2.1.  Modes d’évolution des génomes 
Une grande part de l’histoire de l’évolution est enregistrée dans les génomes des 
organismes actuels, et peut être déchiffrée à partir d’une analyse attentive de leurs séquences 
d’ADN.  Les séquençages à grande échelle procurent en effet un aperçu complet des forces 
évolutives qui ont façonné la structure des chromosomes eucaryotes. Les principes généraux 
de l’évolution des génomes qui se dégagent ainsi lors d’études de génétique moléculaire font 
l’objet de ce sous-chapitre. Ils sont présentés par décroissance de la taille des fragments 
d’ADN affectés.  
 
2.1.1. Polyploïdisation   
Le mécanisme majeur de l’augmentation de la taille des génomes eucaryotes est la 
polyploïdisation, qui correspond à une duplication globale de l’ensemble du génome. Les 
génomes eucaryotes sont majoritairement haploïdes (possédant une seule copie de chaque 
chromosome) ou diploïdes (en possédant deux) ; ces deux niveaux de ploïdie coexistent en 
outre chez les espèces à reproduction sexuée (Luchetta et al., 2005).  
 
2.1.1.1. Modes de polyploïdisation 
Autopolyploïdie et allopolyploïdie s’opposent, qui associent les génomes de la même 
espèce ou de deux espèces distinctes mais proches, respectivement. On reconnaît trois types 
principaux d’autopolyploïdisation : la non-réduction gamétique, la fertilisation multiple et 
l’endoréplication. Tous trois conduisent à un doublement de la ploïdie (voir Figure 2.1.1.1). 
La non-réduction gamétique découle d’un accident méïotique qui donne naissance à un 
gamète dont la ploïdie n’a pas été réduite. Lors de la fécondation ultérieure, le zygote est ainsi 
polyploïde. Cette polyploïdie est cependant généralement impaire, de sorte que si le zygote est 
viable (ce qui est loin d’être systématique), il est en général infertile, en raison de 
l’impossibilité d’une répartition homogène des chromosomes lors de la méïose. 
Lors de la fertilisation multiple, un gamète femelle est fécondé par plusieurs gamètes 
mâles distincts, donnant ainsi naissance à un zygote polyploïde. De même que la non 








Figure 2.1.1.1   Mécanismes de la polyploïdisation  
Non-réduction gamétique (a), Fertilisation multiple (b) et endoréplication (c) sont les trois 
modes d’autopolyploïdisation. L’allopolyploïdisation (d) joint les génomes de deux espèces proches 




ploïdie impaire. Leur stérilité, particulièrement fréquente chez les espèces animales, empêche 
le maintien évolutif de cette forme de polyploïdie. 
L’endoréplication consiste en des mitoses anormales lors desquelles il y a duplication 
du matériel génétique mais non suivie de la séparation en deux cellules filles (cytocinèse). 
Elle peut affecter les cellules zygotiques ou somatiques et concourt à la création de 
populations polyploïdes. La parité de cette polyploïdie assure en effet la capacité reproductive 
des individus. 
L’allopolyploïdiation résulte de la fusion des génomes de deux espèces proches mais 
distinctes. Elle concerne essentiellement les espèces végétales et produit des hybrides qui 
peuvent exceptionnellement être fertiles, si la fusion est suivie d’une étape d’endoréplication. 
L’organisme produit est alors tétraploïde, mais il est plus rigoureux de considérer ces 
nouvelles espèces comme amphidiploïde, leur formule chromosomique relevant davantage du 
2n+2n que du 4n. 
 
2.1.1.2. Occurrence et mise en évidence de la polyploïdisation 
L’étude des caryotypes et l’observation de multivalents lors de la métaphase méïotique 
permettent de mettre en évidence les polyploïdisations les plus récentes. Mais il est nettement 
plus délicat de décrire avec certitude des évènements de polyploïdisation anciens. En effet, de 
nombreux réarrangements chromosomiques surviennent ensuite au cours du temps qui 
masquent la duplication génomique (voir Figure 2.1.1.2) (Strachan and Read, 1996). La 
polyploïdie ne peut alors qu’être déduite de l’observation de deux espèces proches possédant 
l’une un nombre donné de chromosomes, l’autre une quantité double. 
Les études génomiques ont néanmoins permis d’identifier un certain nombre de 
polyploïdisations anciennes. De nombreuses espèces portent les traces de ces évènements au 
cours de leur histoire évolutive (Seoighe, 2003). Ainsi Susumu OHNO (Ohno, 1970) proposa 
dès les années 1970 qu’ « un ou plusieurs épisodes de duplications de génomes se soient 
déroulés lors de l’évolution des Vertébrés ». Cette affirmation a fait et fait encore l’objet d’un 
débat : les séquences dupliquées des génomes de Vertébrés pourraient également découler de 
duplications segmentaires. Il est cependant désormais relativement consensuel d’affirmer 
qu’un évènement au moins de polyploïdisation a façonné  les génomes de Vertébrés. Cet 
évènements serait survenu il y a 750 millions d’années environ. Un deuxième « tour » de 





















Figure 2.1.1.2   Diploïdie apparente après tétraploïdisation  
La duplication du génome peut conduire à un état tétraploïde transitoire avant que la 
divergence des chromosomes restaure la diploïdie. Délétions interstitielles (en a, en haut), ou 
terminales (c, en bas) et inversions (b) sont quelques uns des remaniements concourant à la divergence 




Il faut noter enfin que la polyploïdisation est fréquente chez les plantes et rare chez les 
animaux. Elle n’est cependant pas absente de leur histoire évolutive, et ce dans des lignées 
très diverses. Différentes hypothèses sont proposées pour expliquer cette différence. La 
reproduction sexuée, entre deux individus morphologiquement et génétiquement distincts, 
chez les animaux constitue une limite à la polyploïdisation dans la mesure où cette duplication 
pourrait perturber la détermination du sexe. En outre l’allopolyploïdie n’est favorisée chez les 
animaux ni au stade du croisement interspécifique ni à celui de l’endoréplication. Enfin la 
létalité embryonnaire des animaux polyploïdes en réduit également l’occurrence. 
 
2.1.1.3.Conséquences génomiques de la polyploïdisation 
Le premier effet de la polyploïdisation est l’accroissement substantiel de la taille des 
génomes. La duplication du génome constitue une duplication de chacun des gènes, 
permettant la divergence rapide d’une des copies de chaque gène. La duplication du génome 
est ainsi « une source importante de nouveautés génétiques et de complexification des 
organismes vivants » (d’après S. Ohno).  En outre, les généticiens des populations témoignent 
de la plus grande variabilité génotypique (et par là-même phénotypique) possible dans les 
espèces polyploïdes. Le nombre et la variété des hétérozygotes sont également accrus chez les 
autopolyploïdes et les réarrangements chromosomiques favorisés chez les allopolyploïdes 
(Soltis and Soltis, 1999). Enfin, la polyploïdisation constitue naturellement un facteur majeur 
de spéciation (Otto and Whitton, 2000; Taylor et al., 2001).  
Wolfe a cependant récemment suggéré que les évènements de polyploïdisation du 
génome dans la lignée menant aux vertébrés, qu’ils aient effectivement existé ou non, 
n’auraient pas eu d’impact majeur sur le développement de leur protéome, sa diversification 
tenant essentiellement aux épissages alternatifs des gènes et aux protéines variantes ainsi 
produites (Adams et al., 2003; Wolfe, 2001). 
 
2.1.2. Remaniements chromosomiques  
L’observation des caryotypes types d’espèces plus ou moins proches révèle parfois 
l’existence de différences cytogénétiques importantes. Les réarrangements génomiques dont 
ils témoignent concernent de grands fragments d’ADN et sont relativement fréquents chez les 
mammifères, jusque dans leur histoire évolutive récente. En terme de modification 




(amplification ou réduction) de ceux qui ne la changent pas (on parle de réarrangements 
équilibrés) (Jones et al., 1992).  
Crossing-overs inégaux lors de la méïose (ce qui implique la recombinaison entre deux 
séquences non-alléliques entre deux chromatides non sœurs de chromosome homologues), 
échanges inégaux entre chromatides sœurs  (c'est-à-dire entre chacune des molécules d’ADN 
identiques constituant le chromosome pré-mitotique), translocations chromosomiques et 
transpositions de multiples copies d’ADN (aussi appelées duplications) sont les principaux 
facteurs de l’amplification génomique et constituent de véritables duplications sub-
génomiques. Ces processus peuvent cependant également conduire à une perte de matériel 
génétique. 
D’autres remaniements chromosomiques ne modifient ni la taille ni le contenu 
nucléotidique du génome. Il s’agit de phénomènes de translocation équilibrée (on évoque 
ainsi le transfert de régions chromosomiques entre chromosomes non homologues), 
d’exceptionnelle tranposition de simple copie d’ADN (déplacement d’un fragment d’ADN 
d’un locus à un autre), d’inversions chromosomiques (de part et d’autre du centromère), mais 
également de fusion ou fission de chromosomes. 
Par l’étude des relations synténiques, c'est-à-dire des bornes de ces remaniements, 
Nadeau et Taylor ont suggéré dès le milieu des années 1980 que les points de coupures 
(breakpoints) entre segments homologues devaient être répartis de façon uniforme et aléatoire 
(Eichler and Sankoff, 2003; Nadeau and Taylor, 1984). Néanmoins, les régions 
centromériques et télomériques semblent être davantage concernées, probablement en raison 
de leur richesse en séquences répétées, qui favoriseraient les évènements de recombinaison 
homologue (Eichler and Sankoff, 2003). 
Les taux de réarrangements chromosomiques diffèrent largement d’un génome à un 
autre. Parmi les espèces de vertébrés, par exemple, ils varient de 0,2 à 1 ou 2 remaniement par 
million d’années (Burt et al., 1999). L’ensemble de ces réarrangements chromosomiques est 
ensuite transmis à la descendance à une fréquence faible, en raison de l’infertilité 
conséquente. En effet, ils induisent des difficultés d’appariements des paires de chromosomes 
lors de la méïose.  
 
2.1.3. Duplications  
La duplication de fragments d’ADN est un phénomène très général, observé dans la 




de kilobases et constitue, en réalité une forme de remaniement chromosomique à détailler. 
Ces duplications sont dites segmentaires par opposition aux duplications de génome entier des 
évènements de polyploïdisation. Leur abondance varie considérablement entre les différents 
génomes eucaryotes analysés, probablement en raison de variations temporelles. On identifie 
en effet deux pics de duplications segmentaires : l’un a suivi la vague de radiation des 
mammifères (et pourrait en réalité être spécifique des Primates), l’autre a probablement eu 
lieu aux premiers temps de l’évolution des métazoaires (Eichler and Sankoff, 2003; Gu et al., 
2002). 
 
2.1.3.1. Origine des gènes dupliqués 
Différents mécanismes peuvent être à l’origine des duplications ; l’analyse du type de 
répétition observé permet d’en déduire l’origine.  
Translocation et inversion (si elle est péricentromérique) concourent dans certains cas 
à la duplication d’une partie du génome dans la descendance.  
Mais l’évènement de duplication le plus fréquent survient à l’occasion d’un crossing-
over inégal entre chromosomes homologues lors de la méiose (voir Figure 2.1.3.1) (Smith, 
1974). Un glissement lors de l’appariement des chromatides non-sœurs répartit de façon 
inégale les allèles. Au cours de ce processus, l’un des chromosomes appariés perd l’une de ses 
copies et l’autre en acquiert une en tandem (Elemento et al., 2002). En fonction du caractère 
essentiel ou non du gène exclu/dupliqué, la pression de sélection permettra ou non le maintien 
de chacune des formes. La répétition de ce processus est ensuite favorisée par la présence de 
gènes dupliqués en tandem, de sorte que leur nombre tend à s’accroître, puis à fluctuer.  
Des mécanismes réplicatifs sont également impliqués dans la duplication de fragments 
d’ADN. Lorsque l’initiation de la réplication se répète localement, différentes copies du 
même fragment sont produites. Ce processus de sur-réplication favorise ainsi, chez les 
eucaryotes, des duplications en tandem. De même, si des mésappariements décalés 
surviennent lors de la synthèse du brin complémentaire, des duplications en tandem peuvent 
être engendrées (Elemento et al., 2002). Ces deux mécanismes, assez peu connus, ne 
permettent la duplication que de fragments d’ADN de taille restreinte (quelques centaines de 












Figure 2.1.3.1   Duplication en tandem d’un gène  
(a) Une duplication simple peut être obtenue au cours de la méiose par crossing over inégal 
entre les chromatides de deux chromosomes homologues. Après la méiose, les gamètes (1) et (4) 
possèderont toujours le gène d’origine, tandis que le gamète (2) en possèdera deux copies et le gamète 
(3) aucune. (b) Lors des méioses ultérieures, les similitudes de séquence dans cette région auront 
tendance à favoriser ces crossing over inégaux. On observera alors un accroissement (2) ou une 








Figure 2.1.3.2   Terminologie des gènes dupliqués  
(a) Deux gènes orthologues dérivent d’un gène unique par spéciation. (b) Deux gènes 
paralogues dérivent d’un gène unique par duplication et sont présents au sein d’une même espèce. (c) 
Suite à un nouvel évènement de spéciation, ces deux gènes (A’ et A’’) se trouvent dans deux espèces 





2.1.3.2. Terminologie  des gènes dupliqués 
L’acquisition de nouvelles copies de fragments d’ADN a amené la mise en place d’une 
terminologie permettant de définir de façon précise et unique les relations de parenté entre 
séquences (voir Figure 2.1.3.2). L’ensemble des gènes possédant une origine commune, c’est-
à-dire provenant d’un même gène ancestral, que ce soit par duplication ou spéciation, sont dits 
homologues. On distingue ensuite les orthologues des paralogues selon qu’ils émergent suite à 
un évènement de spéciation ou de duplication, respectivement. Les orthologues possèdent en 
conséquence généralement une même fonction, tandis que les paralogues peuvent diverger 
d’un point de vue fonctionnel. 
 
2.1.3.3. Devenir des gènes dupliqués 
L’implication des duplications dans les processus évolutifs n’est plus à démontrer, 
mais selon des modalités qui restent à définir. Le maintien de plusieurs copies redondantes 
d’un même gène pose en effet des problèmes d’instabilité à la cellule, d’autant qu’une copie 
est suffisante à assurer la fonction ancestrale. S. Ohno proposa donc dès 1970 le double 
modèle de non-fonction / néo-fonction (Ohno, 1970). Il considère qu’une copie du gène étant 
suffisante, la deuxième est exempte de pression de sélection et peut évoluer librement. La 
relaxation des contraintes sélectives permet l’accumulation de mutations, qui concourent 
généralement à la perte de fonction de la copie génique, qui devient pseudogène. Ainsi est 
définie la non-fonction. Cette copie est ensuite éventuellement perdue. Mais de nouvelles 
fonctions, au sens large, peuvent également émerger à la faveur de cette relaxation de 
contrainte, voire d’une pression de sélection positive, favorisant la divergence. Leur 
occurrence est cependant statistiquement moins probable (voir Figure 2.1.3.3) (Eichler, 2001; 
Holland, 1999; Prince and Pickett, 2002).  
Selon ce modèle d’évolution des séquences dupliquées, seul un petit nombre de copies 
devraient subsister, du fait des contraintes évolutives (Ohta, 2000). Mais les observations des 
génomes vont à l’encontre de cette hypothèse. Il apparaît en réalité que l’essentiel des gènes 
dupliqués dont les différentes copies sont maintenues sont les produits d’évènements de 
polyploïdisation. Ainsi, chez les Vertébrés, les gènes dupliqués identifiés dans le génome 
seraient apparus (en terme de duplication) à la faveur du second épisode de polyploïdisation, 
il y a 450 Millions d’années. A. Force (Force et al., 1999) proposa en outre en 1999 le modèle 
de Duplication – Dégénérescence – Complémentation (DDC) qui permet d’expliquer le 







Figure 2.1.3.3   Non-fonction et néo-fonction 
Le modèle d’Ohno (1970) propose deux voies pour l’évolution des copies de gènes dupliqués 
(a) La voie de la non-fonction, où l’une des copies conserve sa fonction d’origine, alors que l’autre 
devient un pseudogène. (b) La voie de la néo-fonction, où l’une des copies conserve sa fonction 
initiale tandis que l’autre peut évoluer librement et éventuellement acquérir une nouvelle fonction. 




sous-fonction, le terme fonction étant entendu dans son acception la plus large. La fonction 
d’origine du gène, ou son profil d’expression, serait répartie entre les gènes dupliqués. Selon 
que les mutations affectent l’une des copies dans sa région codante ou régulatrice, on observe 
un partage des fonctions stricto sensu ou des sites d’expression, respectivement. Au total, les 
différentes copies assument ainsi la fonction initiale. Divers exemples de cette 
complémentation fonctionnelle sont observés chez les poissons et les vertébrés, notamment. 
Ce maintien des différentes copies du gène dupliqué favorise en outre à long terme 
l’apparition de fonctions nouvelles. 
Les deux modèles complémentaires présentés précédemment (celui d’Ohno et celui de 
Force) impliquent une divergence élévée entre paralogues, de sorte que les gènes paralogues 
sont rapidement plus différents entre eux que les gènes orthologues. Un certain nombre 
d’observations vont cependant à l’encontre de ce principe. Ainsi, les membres de la famille 
multigénique des ARN ribosomaux 16S sont très proches en terme de séquences. On parle, 
dans ce cas, d’évolution concertée, ou coordonnée, des paralogues. Ceci implique l’existence 
de conversion génique entre paralogues. La conversion génique maintient en effet la similarité 
des séquences par l’échange régulier de fragments d’ADN entre copies des gènes dupliqués. 
Cette homogénéïsation est curieusement restreinte aux séquences répétées non codantes et à 
un petit nombre de familles multigéniques (Liao, 1999). 
 
2.1.4. Transfert latéral de gènes 
Le processus de transfert latéral de gène, relativement méconnu et également appelé 
transfert horizontal de gène, survient essentiellement entre organismes procaryotes, mais peut 
également concerner les génomes eucaryotes. Il définit un échange de matériel génétique 
entre espèces distinctes et favorise l’acquisition de fonctions de l’organisme donneur, presque 
systématiquement procaryote, par l’organisme receveur qui peut être eucaryote.  Les transferts 
latéraux de gènes sont des évènements rares, mis en évidence par la présence de gènes 
similaires dans des espèces très distantes (Genereux and Logsdon, 2003). 
Les impératifs mécanistiques des transferts latéraux des gènes sont les suivants : le 
matériel génétique étranger doit d’abord pénétrer dans la cellule receveuse, sous forme 
d’ADN nu ou au sein de la cellule donneuse. Cela se produit généralement entre un 
procaryote et un organisme phagotrophe. Il faut ensuite que le gène soit incorporé dans le 
noyau receveur. Pour être maintenu dans le génome, le gène transféré doit également conférer 




L’incorporation endosymbiotique des génomes des organites (mitochondrie et 
chloroplaste) par les cellules eucaryotes constitue un transfert latéral de gènes. Il semble clair 
aujourd’hui que les transferts horizontaux ont joué un rôle au cours de l’évolution (notamment 
au moment de la séparation des trois domaines du vivant : archae, bacteriae, eucaryotes) 
(Brown, 2003). Le transfert latéral de gènes reste quoiqu’il en soit minoritaire comparé aux 
grands processus d’évolution des génomes qui sont à l’origine de la grande diversité des 
eucaryotes (Luchetta et al., 2005). Le transfert latéral de gène est en outre exceptionnel chez 
les animaux (Andersson, 2005). 
 
2.1.5. Pseudogènes et rétropseudogènes 
2.1.5.1. D’où viennent les pseudogènes et rétropseudogènes ? 
Les pseudogènes sont des gènes non fonctionnels qui présentent des similitudes avec 
un ou plusieurs gènes fonctionnels ; en d’autres termes ce sont, initialement, des copies 
inactives de gènes fonctionnels. Cette absence de fonction est souvent due à l’absence de 
promoteur ou de séquence de régulation. De ce fait, le pseudogène est exempt de toute 
contrainte sélective, ce qui permet une accumulation de mutations diverses. On le reconnaît en 
général par la présence aberrante de codons stop dans la séquence codante.  
On distingue deux types de pseudogènes selon les modalités de leur mise en place : les 
pseudogènes dupliqués et les rétropseudogènes. Le pseudogène dupliqué, plus souvent 
mentionné dans la littérature, provient de la duplication conforme d’un gène actif telle que 
décrite précédemment (cf 2.1.4). La copie évoluant vers la non-fonction, en conséquence de 
mutations dans le promoteur, les régions de régulation ou les exons, est dite pseudogène. Le 
rétropseudogène n’existe que chez les Métazoaires et provient d’une rétroposition, c’est-à-dire 
de la transcription inverse d’un ARN messager suivi d’une intégration dans l’ADN 
génomique (voir Figure 2.1.5.1). Le mécanisme de cette rétroposition est particulièrement 
bien décrit pour les séquences de Primates et sera donc rapporté ultérieurement (cf 3.1.3.2) 
(Dewannieux et al., 2003). Le rétropseudogène ressemble donc au messager dont il est issu et 
ne comporte ni intron ni promoteur. Son intégration s’accompagne de la formation de petites 
régions répétées directes à chaque extrémité ainsi que d’une région polyadénylée en aval, 
provenant du polyA de l’ARN messager (Rogers, 1985). Ces marques sont parfois perdues au 
cours de l’évolution. 
Les pseudogènes ont été longtemps considérés comme des éléments inactifs et sans 






Figure 2.1.5.1   Origine des pseudogènes 
Deux types de pseudogènes peuvent être produits à partir d’un gène actif. (a) Les pseudogènes 
dupliqués. (b) Les rétropseudogènes. Les triangles noirs indiquent la présence de séquences répétées 
directes de part et d’autre du rétrotransposon inséré dans le génome. Extrait de (Luchetta et al., 2005). 




génomes en a fait l’objet de recherches. Ils peuvent ainsi être considérés comme des « traces » 
de l’évolution, ce qui les rend essentiels à la compréhension des mécanismes moléculaires de 
l’évolution (Harrison et al., 2002).  
 
2.1.5.2. Où vont-ils ? 
Lorsqu’un gène a subi une duplication et que l’une des copies devient pseudogène, on 
peut observer une inactivation partielle ou complète de celle-ci. Ce sont en général des 
mutations qui agissent sur la transcription, la traduction ou les deux à la fois. Au cours du 
temps, on peut envisager une reprise d’activité du pseudogène due à différentes modifications 
de type mutations, inversions, délétions… (voir Figure 2.1.5.1). Cette succession 
d’évènements est assez rare et doit se faire dans un temps limité : on estime, selon la loi de 
Dollo, qu’un pseudogène qui n’a pas repris d’activité (généralement du même ordre que celle 
du gène ancestral) au bout de quelques millions d’années est définitivement éteint, car il a 
accumulé trop de mutations et que cette évolution est irréversible (Gould, 1970; Marshall et 
al., 1994). On observe en outre chez les Eucaryotes que cette reprise d’activité est restreinte à 
certaines familles de protéines. 
Pseudogènes dupliqués et rétropseudogènes peuvent aussi par la suite acquérir de 
nouvelles fonctions. Les rétropseudogènes sont particulièrement associés à la création de 
nouveautés géniques. Ces devenirs et caractéristiques feront l’objet d’un développement 
ultérieur (cf 2.2) (Balakirev and Ayala, 2003). 
 
2.1.6. Evolution de la structure des gènes par brassage d’exons 
Le brassage d’exons a été proposé dès la fin des années 1970 par W. Gilbert comme 
l’un des mécanismes permettant de créer des nouveautés génétiques. Il s’agit essentiellement 
d’assemblages et remaniements d’exons provenant de gènes différents. Ce phénomène serait 
fréquent chez les espèces eucaryotes (essentiellement métazoaires) et on dénombre 
aujourd’hui une centaine de familles de gènes ainsi constituées, principalement des gènes de 
mammifères. Elles répondent en particulier aux fonctions de signalisation entre cellules de 
l’organisme (propres aux métazoaires) (description exhaustive dans (Patthy, 2003)). Le 
brassage d’exons est le plus couramment détaillé, mais il existe également, par exemple, des 






2.1.6.1. Domaines et modules protéiques 
Une protéine est constituée d’un ensemble de régions appelées domaines. Un domaine 
est défini comme une partie de la protéine qui possède une « autonomie » fonctionnelle et 
structurale. Un domaine peut être codé par un ou plusieurs exons. Le terme module, souvent 
employé dans la littérature, correspond également à une unité protéique, mais en ne 
considérant que la structure. Un ou plusieurs modules peuvent ainsi être nécessaires pour 
former un domaine (Apic et al., 2001).   
Lorsqu’un gène subit un brassage d’exons, le maintien de la nouvelle structure est 
dépendant de la stabilité de l’ensemble. Des échanges peuvent se faire entre différents 
modules à la seule condition que l’insertion d’une séquence ne modifie pas la structure et la 
fonction globale de la protéine. On admet donc par définition qu’une protéine n’a pu évoluer 
par brassage d’exons que lorsqu’elle possède plusieurs modules, elle est alors dite protéine 
mosaïque. 
 
2.1.6.2. Mécanismes à l’origine du brassage d’exons 
Le brassage d’exons peut se faire de différentes manières, mais fait toujours intervenir 
des échanges de séquences composées d’introns et d’exons. Chez les Eucaryotes, les introns 
ont joué un rôle essentiel en permettant, comme nous le préciserons ultérieurement, d’insérer 
ou de supprimer des séquences nucléotidiques sans changer la phase ouverte de lecture, et 
donc de conserver la structure protéique (voir Figure 2.1.6.2).  
L’un des mécanismes principaux à l’origine du brassage d’exons est le crossing-over 
inégal qui, comme indiqué précédemment, permet de dupliquer des exons. Cet échange se 
produit généralement lors d’une recombinaison homologue au cours d’une meïose et peut 
s’appliquer à un ou plusieurs exons. Ce mécanisme résulte alors en une duplication de module 
ou de domaine. 
L’autre mécanisme principal, qui représente une part importante du brassage d’exon, 
est la rétrotransposition, déjà mentionnée précédemment (Brosius, 1991). Différentes 
expériences ont en effet montré qu’une séquence répétée de type LINE-1 pouvait, lors de sa 
retrotransposition, « emporter » une séquence en aval, lorsque le signal de polyadénylation de 
l’élément transposable n’est pas reconnu et que la transcription se poursuit. La conséquence 
n’est alors pas une duplication d’exon(s), mais une insertion d’un nouvel exon, d’un nouveau 







Figure 2.1.6.2   Mécanismes moléculaires du brassage d’exons 
Deux mécanismes principaux sont à l’origine du brassage d’exons. (a) La duplication d’une 
portion de gène peut se produire par un crossing-over inégal. Il en résulte la formation d’un nouveau 
gène (A’), et la duplication d’un domaine ou la création d’un nouveau domaine. (b) L’acquisition d’un 
nouvel exon peut se faire par rétroposition. Le nouveau gène formé (B’) possède alors un (rarement 





2.1.6.3. Rôle des introns dans le brassage d’exons 
L’évolution par brassage d’exons est directement liée à l’apparition des introns 
« spilcéosome-dépendants » que l’on trouve dans le noyau des Eucaryotes. Ces introns de 
grande taille possèdent une machinerie d’épissage qui ne dépend pas de leur séquence 
nucléotidique interne. Ceci permet des insertions d’exons (par crossing-over inégaux) à 
l’intérieur même des introns. La machine d’épissage peut ensuite reconnaître les bornes de ces 
nouveaux exons et les conserver pour créer une nouvelle protéine. 
Lorsqu’on analyse de manière approfondie la structure des gènes qui ont évolué par 
brassage d’exons, on constate que la jonction intron-exon entre les modules ne se fait pas de 
façon aléatoire, mais se soumet à la « règle de la phase », selon laquelle, quel que soit le 
mécanisme utilisé, il faut toujours conserver la phase de lecture  présente sur l’ARN messager 
de façon à ne pas modifier la séquence et la structure de la protéine. Ceci impose des 
contraintes fortes sur les phases des exons insérés et des introns dans lesquels ils s’insèrent. 
Pour que le système soit fonctionnel, il faut que cette insertion se produise dans une région 
non-codante et que la phase de lecture de la protéine en aval de l’insertion soit conservée 
(Luchetta et al., 2005).  
Réciproquement, l’observation même que la distribution des phases d’introns dans le 
génome n’est pas aléatoire suggère qu’un grand nombre de gènes eucaryotes sont apparus par 
brassage d’exons (Kaessmann et al., 2002; Long, 2001; Long et al., 2003a; Wilhelm and 
Wilhelm, 2001). 
 
Le brassage d’exons peut également être impliqué dans la formation de gènes 
possédant des caractéristiques inédites, qui sera abordée ultérieurement (cf 2.2).  
 
2.1.7. Séquences répétées et éléments transposables  
2.1.7.1. Les séquences répétées extragéniques 
Les génomes eucaryotes contiennent de nombreuses familles de séquences hautement 
répétées. Elles présentent deux types d’organisation : on distingue les séquences répétées en 
tandem et l’ADN répétitif dispersé, impliquant les transposons.  
Les répétitions en tandem se divisent en trois sous-groupes d’ADN non codant : ADN 
satellite, ADN minisatellite et ADN microsatellite. L’ADN satellite, qui peut-être isolé par 




complexe et constitue l’essentiel de l’hétérochromatine. L’ADN minisatellite comprend une 
variété de répétitions en tandem, dispersées sur le génome et couvrant des fragments de taille 
moyenne (quelques kilobases). Ces éléments hypervariables sont particulièrement présents 
aux télomères et ne sont que rarement transcrits. On considère qu’ils constituent ainsi des 
« points chauds » (hotspots) de recombinaison homologue. Au niveau des télomères, ces 
éléments protègent l’extrémité des chromosomes de la dégradation et de la perte de matériel. 
Enfin, l’ADN microsatellite est défini par des séries d’unités simples répétées en tandem et 
dispersés dans le génome. L’unité de base de l’ADN microsatellite ne compte que quelques 
nucléotides (Luchetta et al., 2005). 
Le caractère répétitif de l’ensemble de ces séquences en fait des éléments favorisant 
les remaniements chromosomiques et géniques par recombinaison homologue ou ectopique. 
 
2.1.7.2. Les transposons : des séquences répétées particulières 
Les familles d’ADN répétitifs dispersés se composent de séquences transposables. Ces 
éléments ont été découverts dans les années 1940 par B. McClintock, découverte pour 
laquelle elle reçut le prix Nobel en 1983 (McClintock, 1956; McClintock, 1984). Il s’agit, en 
première approximation, de séquences d’ADN capables de se déplacer de façon autonome et 
de se multiplier dans les génomes. Mais cette définition pose le problème de la perte de 
mobilité de séquences au cours de l’évolution. Ne pouvant s’en satisfaire, il semble utile de 
caractériser ces éléments d’un point de vue moléculaire. 
On distingue les éléments transposables par leur séquence et leur mode de 
transposition. Les rétrotransposons font intervenir un intermédiaire ARN pour leur insertion 
dans le génome, et possèdent, ou non, de longues séquences répétées terminales (LTR Long 
Terminal Repeat). D’autres éléments transposables utilisent un modèle conservatif médié par 
une molécule d’ADN (Capy et al., 1997).  
Les rétrotransposons à LTR ont une structure proche des rétrovirus et contiennent 
l’information nécessaire à la synthèse des protéines impliquées dans la rétrotransposition 
(protéines de capside, enzyme de la transcription et de l’intégration). Les rétrotransposons 
sans LTR sont subdivisés selon leur taille en LINEs et SINEs (Long  et Short Interspersed 
Nuclear Elements). Les premiers peuvent mesurer plusieurs kilobases et possèdent les 
séquences nécessaires à une reverse-transcription et une transposition couplées. Les seconds 
comptent quelques centaines de nucléotides et ne possèdent pas de séquences codantes. Le 




SINEs soient réverse-transcrits par l’enzyme du LINE auquel ils sont apparentés. Les analyses 
des génomes séquencés ont en outre montré que des espèces même proches pouvaient 
présenter des taux d’activité de rétrotransposition très différents (Makalowski, 2000; Wilhelm 
and Wilhelm, 2001).  
Les « simples » transposons se caractérisent par la présence à leurs extrémités de 
séquences inversement répétées, entourant une ou plusieurs phases de lecture codant pour une 
transposase. Le transposon est excisé du site donneur et inséré au site accepteur. Au site 
donneur subsiste, après réparation, la signature du transposon excisé, un fragment de 
l’élément excisé ou l’élément complet.  
Les séquençages de génomes entiers, essentiellement d’organismes modèles, révèlent 
une grande disparité des éléments transposables, tant du point de vue quantitatif que qualitatif. 
Le nombre d’éléments transposables est néanmoins très probablement sous-estimé, dans la 
mesure où ils représentent un obstacle au séquençage et où l’hétérochromatine, qu’ils 
occupent majoritairement, a été négligée du point de vue du séquençage des génomes. On 
considère néanmoins que le nombre d’éléments transposables est régulé. La nécessité d’une 
relative stabilité chromosomique limite leur expansion et cette pression de sélection semble 
avoir favorisé le maintien d’éléments ayant une capacité de transposition modérée. Différents 
mécanismes sont proposés pour cette régulation, qui font intervenir les uns les transposons 
eux-mêmes, d’autres le génome « hôte » (Luchetta et al., 2005). 
 
2.1.7.3. Impact des éléments transposables sur le génome 
Du fait de leur présence en grand nombre dans les génomes, les éléments 
transposables peuvent être à l’origine de remaniements chromosomiques tels que 
précédemment décrits. Les recombinaisons entre séquences d’un même élément situées à des 
sites non homologues en sont à l’origine. Si les recombinaisons se produisent entre éléments 
d’un même chromosome, on peut observer des inversions ou des délétions. S’il s’agit 
d’éléments situés sur des chromosomes différents, on constate des translocations, équilibrées 
ou non (Anxolabéhère et al., 2000). 
L’insertion d’un élément transposable dans un gène peut en modifier l’expression, 
rarement de façon avantageuse (c’est bel et bien une réalité probabilistique et statistique). 
L’impact des transposons  au niveau des gènes dépend essentiellement de leur site d’insertion, 
dans les séquences codante ou régulatrice (voir Fig 2.1.7.3). L’insertion dans une séquence 




















Figure 2.1.7.3   Insertion d’un élément transposable 
Conséquences possibles (flèches blanches) de l’insertion d’un élément transposable dans 




Une protéine tronquée est généralement obtenue. Il apparaît néanmoins que des éléments 
transposables peuvent être identifiés comme codant pour une portion de la protéine dans plus 
de deux cents cas au sein des génomes de vertébrés (Makalowski, 2000; Zdobnov et al., 
2005). L’insertion d’éléments transposables dans des introns peut également favoriser leur 
recrutement comme exon, aussi appelé exaptation, comme cela a été mis en évidence dans le 
génome humain. L’arrêt de la transcription est généralement précipité, de sorte qu’on obtient 
encore une protéine tronquée. En outre, la présence d’un élément transposable dans un gène 
peut résulter d’une cascade d’évènements et impliquer plusieurs gènes. Ces processus 
d’insertion d’éléments transposables dans les séquences codantes des gènes se révèlent donc 
très fréquemment délétères. Ils ne sont toutefois pas systématiquement éliminés par la 
sélection naturelle, et d’autant moins que les gènes atteints possèdent des paralogues, et sont 
donc à même de modifier substantiellement le génome. Les éléments transposables sont 
présents en plus grand nombre dans les régions non transcrites et non traduites des gènes, où 
la pression de sélection s’exerce de façon moins drastique. Leur insertion dans ces régions 
peut créer un nouveau promoteur, une région  de régulation, un nouveau site (alternatif) 
d’initiation de la traduction, de polyadénylation ou de terminaison de la traduction. La 
modification de l’expression d’un gène (niveaux d’expression, spécificité développementale 
ou tissulaire) par l’insertion d’un élément transposable peut s’effectuer à distance, par création 
d’une nouvelle région cis-régulatrice. 
Enfin, le génome lui-même recrute des éléments transposables pour leurs fonctions 
intrinsèques. Il utilise pour cela leur première caractéristique : la mobilité. Ainsi, par exemple, 
la fonction structurelle télomérase, d’élongation des extrémités des chromosomes, est assurée 
chez la drosophile par des LINEs. De même, la variabilité extraordinaire du système 
immunitaire des Vertébrés est conférée par une capacité de recombinaison inédite, médiée par 
des transposases dérivant d’anciens transposons simples et ayant perdu leur mobilité par 
délétion de leurs séquences terminales inversement répétées (Jones and Gellert, 2004). 
Du fait de leur impact important sur les génomes, les éléments transposables 
participent donc largement à leur plasticité. 
 
2.1.8. Mutations ponctuelles et petites insertions/délétions 
Les génomes sont radicalement remodelés et agrandis par recombinaison génétique, 





2.1.8.1. Qu’est-ce qu’une mutation ? 
Les mutations résultent d’erreurs de réplication et de lacunes du système de réparation 
de l’ADN. Elles peuvent être induites par exposition à différents types de mutagènes présents 
dans notre environnement ou produits par l’environnement des cellules. La principale source 
de mutation est cependant représentée par les mutations endogènes, notamment les erreurs 
spontanées de la réplication et de la réparation de l’ADN.  
On distingue, parmi les substitutions, les transitions des transversions, qui sont 
respectivement des substitutions entre purines (adénine ou guanine) ou entre pyrimidines 
(thymine ou cytosine) et des substitutions entre purine et pyrimidine. On observe davantage 
de transitions que de transversions, ce qui s’explique probablement par de moindres 
différences d’encombrement stérique et le moindre impact fonctionnel lors des transitions. Il 
faut également mentionner les insertions et délétions de quelques nucléotides, qui lorsqu’elles 
surviennent dans une région codante provoquent généralement un décalage du cadre de 
lecture et une modification conséquente de la séquence protéique. Insertions et délétions sont 
très rares dans les régions codant pour des protéines. 
Les mutations affectent aussi bien les régions codantes que non-codantes de notre 
génome, bien qu’à des taux différents. Lorsqu’elles se situent dans une séquence codant pour 
une protéine, les mutations sont dites non-synonymes ou synonymes, selon qu’elles affectent, 
ou non, la séquence polypeptidique. Les mutations synonymes, plus fréquentes, sont 
également dites silencieuses car la séquence protéique n’est pas modifiée, en raison de la 
redondance du code génétique. Les mutations non-synonymes peuvent induire l’arrêt 
prématuré de la synthèse protéique par insertion d’un codon stop (mutation non-sens) ou en 
modifier la séquence (mutation faux-sens). 
L’évolution des génomes par mutation est extrêmement lente, ce qui impose de 
comparer les séquences d’organismes différents pour pouvoir l’observer. 
En outre, les substitutions, qui apparaissent de façon aléatoire, ne peuvent envahir la 
population qu’à deux conditions : affecter le génome de la lignée germinale et résister à la 
sélection naturelle. 
 
2.1.8.2. La sélection naturelle et les mutations 
L’évolution des séquences d’ADN peut donc être considérée comme étant sous le 
contrôle combinatoire de deux types de forces : d’une part des forces mutationelles qui 




utilité éventuelle ; d’autre part des forces sélectives qui vont tendre à éliminer les mutations 
ou, au contraire, à en augmenter la fréquence dans la population. La sélection négative ou 
purificatrice permet l’élimination progressive des mutations défavorables pour les individus 
de la population, tandis que la sélection positive, ou darwinienne, permet la fixation de 
mutations favorables.  
On observe essentiellement les effets de pressions de sélection négative, qui éliminent 
les mutations des régions codantes, mutations qui occasionneraient des changements 
phénotypiques significatifs. C’est la raison pour laquelle les régions codantes sont 
exceptionnellement bien conservées entre espèces, même distantes. La sélection positive 
serait, elle, rare, et la fixation de mutations est généralement due à la dérive génétique des 
populations, processus stochastique et aléatoire qui permet la fixation de mutations neutres ou 
quasiment neutres. E. Zdobnov et ses co-auteurs suggèrent que la complexité des génomes 
survient à l’occasion d’accumulations de « déchets » génomiques approximativement neutres 
lorsque la sélection purificatrice est relachée (Zdobnov et al., 2005). Ainsi, si l’on considère 
un gène, il coexistera généralement de nombreuses variantes de ce gène différant par une ou 
plusieurs mutations (des allèles) fonctionnellement équivalents dans la population. La 
population est alors polymorphe pour de nombreux loci, mais ce polymorphisme est 
fondamentalement instable : les allèles sont en réalité en cours de fixation ou d’élimination. 
La théorie mettant en avant l’importance d’évènements aléatoires, de mutation et de dérive, 
dans l’évolution moléculaire a été appelée neutralisme et doit beaucoup à M. Kimura. Notons 
qu’il est à présent admis que neutralisme et sélectionnisme constituent deux moteurs 
importants de l’évolution des génomes.  
La sélection s’exerçant sur une séquence codante peut être déterminée par le calcul des 
taux de substitutions synonymes et non-synonymes, notés respectivement KS et KA. Ces 
valeurs sont calculées en comparant les séquences orthologues dans deux espèces différentes 
en utilisant les formules empiriques suivantes : 
KS = -3/4 ln [1-(4MS/3NS)] 
KA = -3/4 ln [1-(4MA/3NA)] 
Où MS et MA sont les nombres de substitutions, respectivement synonymes et non-
synonymes, et NS et NA les nombres de sites, respectivement synonymes et non synonymes 
(selon la dégénérescence ou non du code génétique au locus analysé). Ces formules sont 
établies selon la méthode de Jukes et Cantor à un paramètre, qui considère que les taux de 




peu près égal à 1 indique l’absence de sélection, KA/KS >1 une sélection positive et KA/KS <1 
une sélection négative. KA/KS >1 indique en effet que des substitutions changeant des acides 
aminés s’accumulent davantage (et plus vite) que les mutations neutres, suggérant qu’elles 
sont positivement sélectionnées. L’analyse du rapport KA/KS permet donc d’obtenir des 
indications sur les pressions de sélection s’exerçant sur les séquences codantes, mais ces 
informations restent partielles et ne sont pas toujours conclusives. En particulier, des 
phénomènes tels que la conversion génique sont susceptibles de réduire ou d’accentuer les 
effets d’une éventuelle pression de sélection. La sélection positive a néanmoins pu être ainsi 
confirmée, aussi bien chez les procaryotes que chez les Primates. Les gènes pour lesquels une 
sélection positive a été mise en évidence sont essentiellement impliqués dans trois grandes 
fonctions : les systèmes de défense et immunité, l’évitement des systèmes de défense et 
immunité (chez des organismes pathogènes) et la reproduction. 
 
2.1.8.3. La notion d’horloge moléculaire 
La notion d’horloges moléculaires est basée sur l’observation, faite dans les années 
1960, que les taux de substitution des acides aminés de certaines protéines étaient à peu près 
les mêmes dans différentes lignées de Mammifères. E. Zuckerlandl et L. Pauling proposèrent 
en 1965 le postulat selon lequel le taux d’évolution est constant au cours du temps, pour toute 
protéine et toute espèce, ce qui implique, en d’autre terme, l’existence d’une horloge 
moléculaire (Benton and Ayala, 2003). Ce modèle fait également appel au neutralisme, dans 
la mesure où il requiert d’admettre que les processus façonnant le génome sont 
majoritairement liés à des évènements neutres du point de vue de la sélection naturelle (Ohta, 
1987; Zdobnov et al., 2005). Ainsi, le niveau de divergence d’une protéine ou d’un gène entre 
deux espèces permettrait la mesure du temps écoulé depuis leur dernier ancêtre commun. 
Cette idée de taux d’évolution contraint a été contestée à trois niveaux (Douzery et al., 
2004).  
• Tout d’abord, il est à présent clairement démontré que les vitesses d’évolution varient au 
gré des gènes ou protéines. Ces différences sont vraisemblablement dues à des différences 
de pression de sélection, mais aussi à des inégalités lors de la réplication et de la 
réparation des séquences d’ADN. Les séquences de l’hétérochromatine sont en effet 
répliquées plus tardivement au cours du cycle cellulaire, à un moment ou les enzymes sont 
mobilisées par d’autres sites, ce qui affecte la fidélité de la réplication. En outre, ces 




réparation semble y être moins performant. Il n’y aurait donc pas d’horloge moléculaire 
unique et universelle, mais la possibilité d’horloges différant d’un gène à l’autre subsiste. 
• En outre, il apparaît distinctement lors d’analyses phylogénétiques que les vitesses 
d’évolution dépendent également de l’espèce. Britten a montré dès 1986 que l’évolution 
moléculaire avait ralenti chez les espèces à durée de génération plus longue. En effet, les 
mutations transmises doivent apparaître lors de la gamétogénèse, puis ne peuvent envahir 
la population qu’après reproduction. La limitation de la fréquence des générations réduit 
donc la probabilité de transmettre une mutation. Ces espèces possèdent également un 
système de réparation de l’ADN plus performant. Ainsi, la vitesse d’évolution des 
Primates est inférieure à celle des rongeurs, les autres mammifères adoptant une position 
intermédiaire. De même, le rythme apparent de l’horloge moléculaire est d’autant ralenti 
que la taille effective de la population est grande, en raison d’une sélection purificatrice 
plus prononcée (Zdobnov et al., 2005). Ces différences de vitesse évolutive entre lignées 
peuvent être testées et quantifiées. 
• Enfin, il semblerait qu’il existe des variations de la vitesse d’évolution d’un gène dans une 
lignée au cours du temps (Alba and Castresana, 2005). Ce dernier point est le plus 
problématique, mais aussi le plus contestable, bien qu’un nombre croissant d’études 
indique un ralentissement de la vitesse d’évolution d’un gène au cours de son histoire 
évolutive. 
La notion d’horloge est donc à prendre avec mesure et précautions. Elle permet 
néanmoins, après une étape de calibration indispensable, de dater les évènements, et ce aussi 
bien à partir de données phylogénétiques relatives aux organismes qu’aux gènes (Lopez et al., 
2002). On précise ainsi respectivement des évènements de spéciation et de duplication. Ces 
deux types d’approches seront développés au cours de ma thèse. 
 
 
2.2.  La création de novo : un générateur de nouveauté 
 
2.2.1. Devenir de gènes, modules ou séquences dupliqués et acquisition de 
fonctions originales 
Comme décrit précédemment (cf 2.1.4), les gènes dupliqués subissent bien plus 
qu’une perte de fonction. La relaxation des contraintes pesant sur leur évolution favorise 




ancestral (Balakirev and Ayala, 2003). De même, l’organisation en modules et le brassage 
d’exons (cf 2.1.6) est très favorable à l’acquisition de nouvelles fonctions protéiques, ou plus 
exactement de nouvelles combinaisons de fonctions protéiques. Néanmoins, dans un cas 
comme dans l’autre, la parenté des séquences se traduit par des proximités fonctionnelles.  
On observe cependant des pseudogènes dupliqués ayant acquis des fonctions 
véritablement distinctes de celle du gène dont ils dérivent. Ainsi, le pseudogène Makorin 1-p1 
est le premier exemple connu de pseudogène jouant un rôle sur la production des ARN de sa 
propre copie active Makorin 1 (Hirotsune et al., 2003; Lee, 2003). Il s’agirait d’un titrage 
d’agents de dégradation de l’ARN ou de répression de l’activité génique, de sorte que 
l’existence du pseudogène Makorin 1-p1 favorise une élévation du niveau d’expression du 
gène Makorin 1. D’autre rôles et fonctions inédits des pseudogènes pourront être révélés par 
le développement d’observations de ce type. 
 
2.2.2. Rétroposition, exaptation d’exons et création de nouveauté génique 
  Contrairement aux pseudogènes dupliqués, le rétropseudogène s’insère dans un nouvel 
environnement génétique, et peut donc jouer un rôle primordial dans la création de 
nouveautés géniques. Les étapes de duplication et d’inactivation se font de manière 
concomitante pour le rétropseudogène, dans la mesure où le promoteur n’est pas impliqué. 
Ceci élimine tout risque d’interférence avec le produit de synthèse d’origine. 
Il faut donc envisager plusieurs possibilités quant à l’évolution des rétropseudogènes 
en fonction du lieu où ils s’insèrent. Ils peuvent soit redevenir actifs, s’ils sont insérés dans 
une région qui possède fortuitement un promoteur (Long, 2001), soit rester « en attente » 
d’une nouvelle fonction s’ils sont dans une région qui permettra plus tard de recréer un 
promoteur.  Les séquences flanquantes peuvent en effet, dans certains cas, acquérir un rôle de 
promoteur après des mutations ponctuelles. De même, des pieds d’introns/exons peuvent 
apparaître de façon aléatoire complexifiant ainsi la structure du rétropseudogène qui sera co-
transcrit avec ces nouveaux exons (Long, 2001). 
De nombreux exemples de gènes actifs provenant de rétropseudogènes ont déjà été 
décrits et, parmi les mieux caractérisés, on peut citer celui de la super-famille des récepteurs 
couplés aux protéines G chez les Vertébrés, qui inclut des récepteurs olfactifs, des récepteurs 
de neurotransmetteurs, de cytokines et de neuropeptides... Plusieurs des gènes de cette famille 
n’ont pas d’introns dans leur région codante. Il apparaît distinctement que ces 




fixant d’autres ligands, exerçant d’autres fonctions ou exprimés de façon différentielle 
(Brosius, 2003).  
En outre, et de façon particulièrement notoire, les rétropseudogènes peuvent aussi 
créer directement un « nouveau gène » s’ils s’associent, par le processus d’exaptation 
précédemment décrit, à des séquences codantes préexistantes ou à des exons créés in situ et de 
novo par le processus d’ « exonisation ». Plusieurs cas de telles créations ont été décrits, l’un 
des plus exemplaires étant celui des gènes PMCHL, qui fait l’objet de mon travail de doctorat. 
Il faut également citer le cas du gène jingwei de la Drosophile, qui a fait l’objet d’une analyse 
particulièrement fine (Long et al., 2003b). 
 
Dans l’analyse des processus de l’évolution, nous nous sommes particulièrement 
intéressés aux évènements récents d’apparition de familles géniques chez l’Homme. La lignée 
des Primates s’impose dès lors comme un bon modèle d’étude, qui nous permet de surcroît 







3. Les Primates et leur évolution 
 
3.1.  Les Primates  
 
3.1.1. Phylogénie des Primates actuels 
3.1.1.1. Définition des Primates  
L’ordre des Primates fut introduit par Charles Linné en 1758 dans la dixième édition 
de son Systema Naturae.  L’Homme figurait déjà aux côtés des singes et des paresseux dans 
l’édition de 1735 pour former l’ordre des anthropomorphes, dont le nom fut donc ensuite 
changé en Primates, terme qui signifie premiers. Ils sont alors définis aux moyens des 
caractères partagés suivants : « Quatre incisives inférieures parallèles, une seule canine [à 
chaque demi-mâchoire], une paire de mamelles pectorales, extrémités des membres 
antérieurs propres à saisir, clavicules, se déplacent sur quatre pattes, grimpent aux arbres et 
se nourrissent de fruits ». Le groupe ainsi constitué par Linné comprenait l’homme, les 
Prosimiens, les Simiens, mais aussi les Dermoptères et Chiroptères (grande famille des 
chauves-souris) qui en ont depuis été exclu. Les auteurs ont par la suite tous souligné la 
difficulté à définir les Primates, quand bien même on se limiterait aux seules espèces 
actuelles. Cela tient au faible nombre de caractères effectivement partagés par tous. On a ainsi 
pu dire qu’aucun trait distinctif ne caractérise tous les Primates à l’exception d’un caractère 
négatif : l’absence de spécialisation. En d’autres termes, tous les Primates vivants 
partageraient un certain nombre de caractères primitifs qui auraient été perdus par tous les 
autres mammifères placentaires. L’ordre des Primates n’a finalement pu être délimité qu’en 
utilisant un agrégat de caractères définis par des tendances évolutives, liées pour la plupart à 
des fonctions adaptatives majeures telles que la vision, la structure de l’oreille moyenne, le 
mode de locomotion et la reproduction (Beard, 1993; Thomas, 1999) (cf. 3.1.1.2). 
Naturellement, aucun de ces caractères pris isolément n’est exclusif aux Primates.  
 
3.1.1.2. Phylogénie des Primates 
L’établissement de cladogrammes illustrant les relations entre espèces, en l’occurrence 
entre Primates, impose la reconnaissance des similarités. On en distingue de trois sortes. 










Figure 3.1.1.2.a   Phylogénie des Primates 
Illustration des temps d’apparition des espèces actuelles et fossiles de Primates et de leurs 
relations de parenté. Les grands groupes consensuels de primates y figurent. Seul le positionnement 
des tarsiers, non-conforme au consensus actuel pose problème. Tiré de (Thomas, 1999), d’après (Kay 
et al., 1997). Les dates de divergence approximatives sont les suivantes : 
Strepsirhiniens/Haplorhiniens : 65 à 85MA,  Tarsiers : 50-65MA, Platyrhiniens/Catarhiniens : 35-




similarités par homologie sont héritées d’un ancêtre commun. Parmi elles, les traits primitifs 
sont partagés par toutes les espèces étudiées et hérités de l’ancêtre commun à toutes, tandis 
que les traits dérivés sont apparus chez un ancêtre plus tardif au sein de l’arbre. Seules ces 
dernières similarités sont indicatives des relations phylogénétiques entre les espèces. Ce type 
de raisonnement a d’abord été appliqué aux traits phénotypiques des espèces, mais convient 
également à l’analyse de leurs séquences nucléotidiques (Jones et al., 1992). 
A la base des Primates, la subdivision entre Strepsirhiniens (aussi appelés Prosimiens) 
et les Haplorhiniens (les Simiens) fait à présent consensus. La forme de leur face et le 
développement d’un rhinarium les distingue. Les tarsiers ont longtemps posé un problème de 
positionnement du fait de leur ressemblance aux Prosimiens mais de leur absence de 
rhinarium ; on les classe désormais parmi les Haplorhiniens. Parmi les Haplorhiniens, 
l’infraordre des Platyrhiniens est caractérisé notamment par des narines écrasées et une 
longue queue préhensile. Les Catarhiniens, qui regroupent cercopithécoïdes et Hominoïdes, 
ne présentent pas ces traits. L’une des difficultés de la définition de l’organisation des 
Primates résulte de la seule observation des espèces actuelles. Une chronologie de leur 
apparition peut néanmoins être établie (cf Fig 3.1.1.2.a), ainsi qu’une classification des 
principaux groupes actuels et sub-fossiles (cf Fig 3.1.1.2.b). La classification illustrée 
présente néanmoins un écueil au regard des controverses actuelles : les Pongidés y regroupent 
les chimpanzés (Pan), les gorilles (Gorilla) et les orangs-outans (Pongo) et en excluent 
l’homme (Homo). 
Les relations phylogénétiques entre Hominoïdes (les Hylobates, Pongo, Gorilla, Pan 
et Homo) font en effet débat et quatre possibilités majeures s’affrontent (cf Fig 3.1.1.2.c), la 
plus probable et raisonnable, compte tenu des connaissances actuelles, étant celle d’un ancêtre 
commun aux gorilles, chimpanzés et hommes et d’une divergence simultanée des lignées de 
ces trois genres il y a 5 à 7 millions d’années (Bailey, 1993; Dutrillaux, 1980; Goodman et al., 
1994). L’hypothèse d’un phylum regroupant les chimpanzés et l’homme retient également 
tout particulièrement notre attention (Barriel, 2004; Gagneux and Varki, 2001; Goodman, 
1999). Elle assure que le dernier ancêtre commun à l’homme et au chimpanzé vivait il y à 4,6 
à 6,2 millions d’années, tandis que le gorille avait divergé il y a 6,2 à 8,4 millions d’années 







Figure 3.1.1.2.b   Classification des principaux genres actuels et subfossiles* de l’ordre 
des Primates 









Figure 3.1.1.2.c   Relations de parenté entre les Hominoïdes actuels 
Les différents travaux écartent l’orang-outan (Pongo) d’une parenté étroite avec l’homme. Il reste 
néanmoins trois possibilités principales (présentées de haut en bas) :  
• L’ensemble des Chimpanzé (Pan) serait le plus proche parent de l’homme, 
• l’ensemble Gorille-Chimpanzé (Hylo –Pan) serait le groupe le plus proche de l’homme, 
• Seul le Bonobo (Pan paniscus) aurait droit au titre de plus proche parent.  
Finalement, il semble plus prudent et plus logique au vu des différentes approches, de proposer une 






3.1.2. Biologie des Primates et impact de l’environnement 
3.1.2.1. Répartition géographique des Primates : niches et évènements écologiques 
La grande diversité des Primates, qui rend l’établissement de leur classification si 
ardue, a déjà été soulignée. On compte d’ailleurs 200 à 235 espèces de Primates vivants 
(Corbet and Hill, 1991; Groves, 1993), constituant un ordre très varié, dont la diversité, 
rapportée à leur aire de distribution actuelle (essentiellement les zones tropicales et sub-
tropicales, si l’on excepte l’homme), est considérable. Les différents genres de Primates 
occupent en effet des régions et niches écologiques bien distinctes, comme le souligne la 
figure 3.1.2.1. Les Primates ont ainsi colonisé, sous ces latitudes, aussi bien des milieux 
forestiers, que des savanes et steppes et même des milieux semi-arides et désertiques 
(Thomas, 1999).  
Davantage de données relatives à la géographie et à l’écologie sont disponibles pour 
les Hominoïdes. Leur habitat, à l’exclusion de l’homme, est désormais restreint aux zones 
intertropicales d’Asie et d’Afrique. Les Hylobatidés, de petite taille, ne sont qu’asiatiques, de 
même que les Pongidés. Gorilles et Chimpanzés ne sont eux présents qu’en Afrique. Enfin, 
l’homme, exception notable, a colonisé tous les continents et toutes les latitudes. Cette 
répartition, et son évolution, est conditionnée par le contexte chronologique et 
paléontologique. La connaissance et la prise en compte des variations du climat, de la 
géologie et par conséquent de l’environnement permettent de mieux comprendre cette 
répartition actuelle.  
L’ouverture de l'Atlantique sud, qui a commencé il y a quelque 120 millions d'années, 
a progressivement séparé l'Amérique du Sud de l'Afrique, coupant ainsi les flux géniques 
entre les individus des espèces qui vivaient sur cette aire géographique jadis commune. 
Cette séparation a naturellement été très lente, s'étalant sur plus de 30 millions d'années et, 
pendant très longtemps, des échanges restaient possibles entre les deux nouveaux continents, 
mais ces échanges se sont peu à peu réduits, jusqu'à un isolement complet des faunes et des 
flores sud-américaines d'une part et africaines d'autre part.  
Mais c'est par d’autres phénomènes que se sont séparés les Platyrhiniens et les 
Cathariniens, également appelés singes du Nouveau et de l’Ancien Monde, respectivement. 
Probablement transportés par des radeaux naturels, des primates et des rongeurs africains ont 
pu coloniser l'Amérique du Sud il y a environ 40 millions d'années, alors que l'Atlantique Sud 











Figure 3.1.2.1   Répartition mondiale des Primates actuels non-humains 




Il y a 19 millions d’années, la plaque tectonique d’Afrique heurte la plaque 
eurasiatique, établissant une connexion entre elles qui favorise la dispersion de la faune 
africaine, et en particulier des grands singes panafricains du Miocène. Il y a 15 millions 
d’années, la fermeture de la mer Téthys modifie la circulation des eaux marines, engendrant 
d’importants changements des climats locaux et globaux. C’est vraisemblablement à ce 
moment que les Pongidés envahissent l’Eurasie. Parallèlement, la diversité des grands singes 
s’amoindrit nettement en Afrique, peut-être en raison d’une compétition avec les 
cercopithècoïdes très présents. Cette dernière hypothèse n’est cependant pas suffisante, 
puisque le déclin des Hominoïdes d’Afrique aurait débuté avant l’expansion des 
cercopithècoïdes et qu’ils n’occupent pas exactement les mêmes niches écologiques. 
Beaucoup plus récemment, il y a 6 à 8 millions d’années, les grands singes déclinent en 
Eurasie, ou seuls subsistent les orangs-outans et gibbons. On assiste ainsi à une concentration 
géographique des Hominoïdes, alors qu’ils étaient dispersés au Miocène (il y a 15 à 20 
millions d’années). Cette brève histoire de la répartition géographique des grands singes 
illustre avec force que l’évolution des Hominoïdes est profondément liée aux facteurs 
géographiques et géologiques  (Andrews, 1992; Gibbons, 2002; Senut, 1999). 
 
3.1.2.2. Diversité biologique et phénotypique 
Les Primates, comme cela a été mentionné précédemment, sont très divers à de multiples 
égards. Leurs caractéristiques physiques, mais également leurs biologie et vie sociale (voire 
sociétale) sont extrêmement variées. 
 
3.1.2.2.1. Caractéristiques physiques 
Le poids des Primates varie, pour les seules espèces actuelles, d’un facteur proche de 
8000, entre le plus petit des microcèbes qui ne dépasse pas 30 grammes et les gorilles, qui 
atteignent 250 kilogrammes. Quant à leur taille, elle est, selon les espèces, de 13 à 180 
centimètres. 
Un certain nombre de caractères physiques sont en revanche partagés par les Primates, 
mais à des degrés variables en fonction de leurs degrés d’évolution et en corrélation avec leurs 
modes de vie, qui seront détaillés ultérieurement. Le premier de ces traits est l’organisation 
caractéristique du pied et de la main avec pouces en opposition, et semblerait être lié à la vie 
arboricole s’il était partagé avec d’autres mammifères arboricoles non-Primates, ce qui n’est 




des yeux de la plupart des Primates, dont on a supposé qu’elle est liée au mode de vie 
arboricole, mais aussi au développement de la vision au détriment de l’odorat, notamment 
pour ce qui concerne la prédation. Ce placement des yeux permet en effet une vision 
binoculaire. 
D’autres traits morphologiques, enfin, servent précisément à la classification des 
Primates et signent leur diversité, comme cela a été précisé précédemment (cf 3.1.1.2). La 
face des Strepsirhiniens est allongée en museau, avec formation d'un rhinarium, zone cutanée 
sans poils entourant les narines, avec absence de soudure de la lèvre supérieure ; celle des 
Haplorhiniens n'est plus allongée en museau, le rhinarium a disparu et la lèvre supérieure est 
soudée. Ces deux sous-ordres des Primates sont d’ailleurs définis par ces différences 
morphologiques. On distingue ensuite deux infra-ordres des Haplorhiniens : celui des 
Platyrhiniens, à narines écartées et à queue longue et préhensile, celui des Catarhiniens, à 
narines rapprochées, à queue parfois absente et de toute façon jamais préhensile. En plus de 
ces deux caractères distinctifs, Platyrhiniens et Catarhiniens possèdent des nombres de dents 
différents. 
 
3.1.2.2.2. Biologie des individus 
Les caractéristiques biologiques des différents sous-ordres, genres, espèces de 
Primates sont également variables, et ce, à plusieurs égards.  
 
Si la majorité des Primates est diurne, d’autres sont cependant demeurés nocturnes. A 
l’exception d’une espèce, tous les Haplorhiniens sont actifs le jour. En revanche, l’essentiel 
des Strepsirhiniens est nocturne, seuls les lémuridés et quelques indriidés ayant accédé à la vie 
crépusculaire ou diurne. Cette différence de mode de vie semble être étroitement liée au poids 
corporel. En effet, à de rares exceptions près, les Primates de plus d’un kilogramme sont 
diurnes, les autres sont nocturnes (Thomas, 1999).  
 
Cette variété de rythme d’activité s’accompagne de différences plus ou moins 
marquées du développement des sens de l’ouïe, de l’olfaction et de la vision. La tendance 
générale des Primates est à l’augmentation de l’acuité visuelle et à l’acquisition de la vision 
binoculaire, au détriment de l’olfaction et de l’audition. Cette évolution est cependant 



















Figure 3.1.2.2.2   Modes de locomotion des Primates  
A, Les primates se déplacent selon cinq modes distincts : le saut (a), la quadrupédie arboricole 
(b), la quadrupédie terrestre (c), la suspension (d) et la bipédie (e). B, ces différents modes de 





• Ainsi, au sein des Primates, la communication par l’odeur est prévalente chez les 
Prosimiens, bien qu’elle soit également relativement développée chez les Platyrhiniens. 
L’olfaction est en revanche nettement moins développée chez les Catarhiniens, et n’est 
presque pas utilisée pour communiquer, bien que ces signaux puissent être importants 
dans certains contextes sociaux particuliers. La communication olfactive permet aux 
mammifères de distinguer les espèces, individus, sexes, conditions sexuelles, identités de 
groupes, dominances relatives et états émotionnels. Chez les Primates, les odeurs sont 
essentiellement utilisées pour l’espacement interindividuel et intergroupe, pour 
l’établissement et l’affirmation d’une dominance et pour l’indication de l’état sexuel 
(Jones et al., 1992).  
• L’ensemble des Primates utilise ses traits caractéristiques et muscles faciaux pour 
exprimer des émotions. Les expressions faciales participent ainsi aux relations sociales. Le 
répertoire des expressions faciales est partagé par tous les Primates, mais l’intensité et la 
fréquence de ces expressions sont très variables, de même que les couleurs et 
morphologies des faces de Primates. L’ensemble de ces caractéristiques faciales est plus 
nettement associé au comportement et à l’écologie de l’espèce chez les Catarhiniens, dont 
la vue est également plus performante. La vision est en effet chez ces espèces le sens 
primordial et l’ensemble du système visuel y est surdéveloppé. La vision est 
stéréoscopique et trichromatique, les aires visuelles cérébrales occupent davantage 
d’espace  (Jones et al., 1992). 
 
Les Primates recourent également à une extraordinaire diversité de modes de 
locomotion. Certaines espèces courent le long des branches, d’autres sur le sol. Certains 
battent des bras, d’autres bondissent d’arbre en arbre. Certains posent leurs pattes antérieures 
à plat sur le sol, d’autres marchent sur la pointe des doigts, d’autres encore sur leurs 
articulations. Enfin, seule l’espèce humaine a évolué vers la bipédie. Cette grande variété de 
modes de locomotion et de postures permet à chaque espèce de s’adapter au mieux à son 
environnement et requiert le développement d’adaptations anatomiques particulières. On 
distingue cinq grandes catégories de comportement locomoteur : la quadrupédie arboricole, la 
quadrupédie terrestre, le saut, la suspension et la bipédie (cf Fig 3.1.2.2.2). La quadrupédie 
arboricole est le mode de locomotion le plus fréquemment employé par les espèces de 




en guise de balancier. La quadrupédie terrestre est communément développée par des singes 
Catarhiniens, tels que les Babouins (Papio). Les lémuriens et tarsiers, de petite taille, 
emploient essentiellement le saut pour se déplacer, tandis que d’autres espèces, appartenant à 
divers ordres, se suspendent pour grimper et avancer. Enfin, la bipédie est propre à l’espèce 
humaine (Jones et al., 1992).  
 
Dans leur habitat naturel,  les Primates sélectionnent leurs aliments en fonction de 
leurs besoins nutritifs. Les aliments les plus abondants, mais aussi les moins digestes, sont les 
feuilles, que seuls les plus gros mammifères sont capables d’assimiler sans troubles. D’autres 
mammifères, carnivores ou insectivores, sont adaptés à l’exploitation des ressources animales, 
plus rares et plus mobiles, mais aussi plus nourrissantes. Seuls les Primates, et les 
Haplorhiniens en particulier, ont acquis la capacité d’exploiter les ressources intermédiaires : 
les fruits.  Cependant, en raison de l’incapacité à digérer à la fois de grandes quantités de 
ressources animales et végétales, aucune espèce (à l’exception notable de l’espèce humaine, 
qui cuisine…) ne peut réellement être qualifiée d’omnivore. On peut caractériser les régimes 
alimentaires des Primates par l’apport relatif des trois types de ressources alimentaires. Pour 
l’essentiel des Primates, les fruits représentent 55 à 80% des apports. Les ressources animales 
et foliaires constituent alors des apports d’appoint. Il est difficile d’établir une corrélation 
entre le positionnement phylogénétique d’une espèce et son régime alimentaire (Jones et al., 
1992).  
 
3.1.2.2.3. Biologie des espèces 
La biologie de l’espèce, en terme de reproduction et de vie sociale notamment, 
présente également quelques particularités et différences au sein des Primates. 
 
Les Primates possèdent une caractéristique reproductive distinctive : ils se 
reproduisent lentement et produisent peu de descendants, privilégiant la qualité à la quantité. 
Certaines Primates femelles ont plusieurs petits simultanément, mais la majorité n’en porte 
qu’un à la fois et le développement est toujours relativement lent, bien que les petits soient 
bien développés à la naissance (on parle de descendance précoce). La maturité sexuelle est 
atteinte tardivement, la période de gestation est souvent longue et les naissances espacées. Les 
Primates ne consacrent qu’une petite portion de leurs ressources à la reproduction. En 




long après la naissance.  Au sein de l’ordre des Primates, on observe des différences majeures 
entre Strepsirhiniens et Haplorhiniens, différences de forme de placenta et de taille relative du 
nouveau-né (à taille égale de la mère, les nouveaux-nés Haplorhiniens sont en moyenne trois 
fois plus gros que les nouveaux-nés Strepsirhiniens).  Pour ces deux aspects, l’espèce humaine 
est absolument représentative des espèces d’Haplorhiniens, à l’exception d’une particularité 
notoire : le cerveau humain se développe encore dans l’année qui suit la naissance comme 
celui des autres Haplorhiniens le fait au cours de la vie fœtale. Ceci explique la grande 
dépendance du petit d’Homme aux soins parentaux.  
En terme de relations sociales, la reproduction des Primates se définit également par 
un moindre investissement (en terme de ressources allouées) des mâles relativement aux 
femelles. La polygynie constitue la norme et les cas de monogamie restent anecdotiques. Les 
comportements sociaux associés à la reproduction (rencontre, dominance, soins parentaux, 
lactation…) ne peuvent être corrélés à la classification des Primates (Jones et al., 1992). 
Les traits d’histoires de vie sont donc éminemment variables entre Primates. La taille 
corporelle est en général un bon élément prédictif du mode de vie, comme cela a d’ailleurs été 
mis en évidence précédemment. Mais elle ne fait pas tout. En comparaison aux autres 
mammifères, à gabarit équivalent, les Primates vivent lentement et possèdent un gros cerveau. 
La taille du cerveau serait d’ailleurs un meilleur élément de corrélation aux différents traits 
d’histoire de vie. Cependant, certains Primates tendent à se développer plus lentement que les 
autres, même après correction des effets de la taille. Ainsi, les espèces dont la gestation est 
plus courte sont également celles dont la maturité sexuelle est la plus précoce. Ces différences 
du « rythme » de vie pourraient être liées à l’habitat, comme l’indique le constat que, toutes 
choses égales par ailleurs, les espèces vivant dans la forêt humide tropicale se développent 
bien plus lentement que les espèces occupant la savane ou la forêt secondaire. La stabilité 
environnementale de la forêt humide tropicale, où la sélection naturelle favorise l’attribution 
de ressources à la production de jeunes compétitifs, qui se développent lentement, pourrait 
expliquer ce constat (Jones et al., 1992). 
 
Un certain nombre d’espèce de Primates présentent une véritable organisation sociale. 
D’autres cependant ne forment pas de groupe social ; il s’agit essentiellement des Primates 
nocturnes qui restent solitaires. Certaines espèces nocturnes vivent en famille monogame, 
mais jamais dans de plus grands groupes. Ces espèces solitaires ont naturellement des 




odeurs et vocalisations. Les signaux visuels sont davantage utilisés par les Primates diurnes. 
Ces derniers vivent en général dans de grands groupes stables (d’une famille à une horde). 
Deux pressions de sélection particulières peuvent expliquer la formation de groupes sociaux 
chez les Primates. La première est la prédation, le groupe assurant une meilleure éviction et 
une meilleure défense contre le prédateur. Le deuxième facteur repose sur la mutualisation 
des efforts pour l’accès à la nourriture, notamment pour les arbres fruitiers dispersés.  La vie 
en groupe accroît également la compétition pour l’accès aux ressources locales, il est donc 
nécessaire, pour le maintien de cette structure sociale, que les bénéfices soient supérieurs aux 
coûts. On classifie les Primates dans quatre groupes sur les bases de leur organisation sociale : 
les individus solitaires, les couples, les harems et les groupes contenant au moins deux mâles 
et plusieurs femelles. Pour toutes les espèces de Primates, le premier lien social est celui qui 
s’établit entre la mère et son petit, et les femelles et leur descendance femelle (autrement dit 
les matrilignages) forment le noyau des groupes sociaux. Il est plus ou moins aisé de 
déterminer le profil social de chacune des espèces de Primates, la plus grande hétérogénéité 
étant observée dans l’espèce humaine, ou coexistent, dans différentes populations, 
monogamie, polygynie et polyandrie (Jones et al., 1992). 
 
 
3.2.  Les Primates et leur évolution 
L’évolution des Primates peut être analysée suivant deux composantes : ce qui rend les 
Primates différents des autres Mammifères, par exemple de la souris, et ce qui diffère entre 
espèces de Primates. On s’intéressera notamment aux différences génomiques, 
transcriptomiques et enfin pathologiques. 
 
3.2.1. Modifications génomiques des Primates et au sein des Primates 
Un certain nombre de paramètres génomiques sont identifiés qui distinguent les 
Primates de la Souris, avec laquelle le dernier ancêtre commun date de 80 millions d’années. 
D’autres différences isolent l’une ou l’autre des espèces ou lignées de primates. L’analyse de 
ces différences semble d’autant plus intéressante que si l’on admet que « ce qui est conservé 
entre espèces distantes doit être fonctionnellement important », on assure aussi qu’entre 
espèces proches « ce qui diffère pourrait être important pour expliquer les différences 
phénotypiques » (Ruvolo, 2004). Ces changements génomiques sous-tendent en outre les 




essentiellement de réarrangements chromosomiques, de duplications géniques 
(essentiellement par duplication segmentaire), d’amplification et de dispersion d’éléments 
transposables et enfin de délétions, insertions et mutations ponctuelles (Gagneux and Varki, 
2001). 
 
3.2.1.1. Organisation globale du génome et cytogénétique 
La synténie définit les correspondances d’organisation de portions du génome entre 
espèces différentes, ou encore la conservation de l’ordre des gènes entre deux espèces 
apparentées. On constate une conservation partielle de synténie entre les espèces de Rongeurs 
et de Primates, mais l’ordre des gènes est rarement bien conservé, à l’exception notoire des 
gènes du chromosome X. En revanche, la synténie est extrêmement bien conservée au sein 
des Primates, si l’on excepte les variations du nombre de modifications structurales de type 
inversions (péri- et paracentriques), fusions chromosomiques et translocations, toutes ces 
variations étant équilibrées chez les Primates. On note également des différences de 
positionnement des bandes C, essentiellement composées de séquences répétées, et une 
redistribution générale de l’hétérochromatine sur les différents chromosomes (données 
rassemblées dans (Gagneux and Varki, 2001)) (Jones et al., 1992; Strachan and Read, 1996). 
L’exception cytogénétique du gibbon (Hylobates lar) doit être soulignée : son caryotype est 
difficilement comparable à celui des autres Primates, autres espèces d’Hylobates comprises. 
Cette particularité, qui n’est en revanche pas présente au niveau moléculaire, pourrait être liée 
à l’écologie et la structure sociale des gibbons, qui sont monogames, territoriaux et 
arboricoles. Ce mode de vie favorise en effet la fixation de variants par dérive génétique. 
L’ensemble des remaniements chromosomiques de grande ampleur ayant affecté la lignée des 
Primates  est représenté dans la Figure 3.2.1.1.a. (Jones et al., 1992). 
Des analyses cytogénétiques moléculaires des chromosomes de primates ont démontré 
que les centromères se déplacent souvent, sans pour autant altérer l’ordre des gènes 
environnants, ni leurs structures (Fig 3.2.1.1.b). Les régions centromériques semblent en outre 
fréquemment associées aux duplications segmentaires. Ainsi, l’élévation locale des taux de 
recombinaison au niveau de l’hétérochromatine riche en duplication des centromères 
récemment inactivés constitue une clé de l’évolution des duplications segmentaires 
euchromatiques (Fig 3.2.1.1.c) (Jackson, 2003). Réciproquement, il est intéressant de noter 










Figure 3.2.1.1.a   Remaniements chromosomiques chez les Primates  
Chaque point représente un évènement déduit de la comparaison des caryotypes des espèces 
actuelles. Au sein d’une branche, l’enchaînement des points est arbitraire. L’accent est mis sur les 
espèces de Catarhiniens, dont les chromosomes ont été étudiés de façon plus exhaustive. On identifie 
ainsi des évènements de fusion, de fission, d’inversion, de translocation, de modification des bandes 
C,  et de perte d’organiseurs nucléolaires (NORs). Humans : Homo, Chimpanzee : Pan, Gorilla : 











Figure 3.2.1.1.b   Mouvements des centromères au cours de l’évolution 
Les lettres à gauche de chaque représentation de chromosome indiquent la position de signaux 
obtenus par hybridation fluorescente in situ avec des sondes humaines. Dans les deux cas 
(chromosome 6 en (a), chromosomes 14 et 15 en (b)), l’ordre des marqueurs est conservé entre 
l’ancêtre commun des hominidés et l’homme, seule la position des centromères varie. L’explication la 
plus parcimonieuse est celle d’un repositionnement des centromères. La multiplicité des signaux 
obtenus avec les sondes les plus proches des anciens centromères révèle l’existence de duplications 










Figure 3.2.1.1.c   Modèle de dispersion des duplications segmentaires par déplacement du 
centromère 
L’environnement hétérochromatique du centromère ancien est représenté par la constriction 
entourant le domaine satellite central. Les flèches horizontales signent la transcription. (i) Duplications 
segmentaires et satellites au sein de l’hétérochromatine non-recombinante du centromère récemment 
inactivé. (ii) La perte stochastique (aléatoire) de satellites induit une relaxation de la chromatine. Les 
niveaux de transcription et de recombinaison augmentent. (iii) Les duplications segmentaires se 
répandent  grâce à la recombinaison homologue non-allélique au niveau de l’ancien péricentromère. 
(iv) Le nombre de copies des duplications segmentaires est maintenu par l’équilibre entre les 





(Samonte and Eichler, 2002). Ces néocentromères possèdent enfin un rôle fondamental dans 
l’apparition de pathologies humaines (Amor and Choo, 2002). 
L’analyse des délétions et insertions de l’ordre de la kilobase (de 0,2 à 8kb), qui 
constituent donc de petits remaniements chromosomiques, a révélé que ces réarrangements 
étaient distribués de façon aléatoire, occupant aussi bien des régions géniques 
qu’intergéniques, et aucune caractéristique particulière n’a pu être détectée aux bornes de ces 
insertions/délétions. Ce type de réarrangements semble en outre avoir été fréquent au cours de 
l’évolution des Primates et avoir contribué de façon conséquente à la divergence génétique de 
ces espèces (Frazer et al., 2003).  
L’ensemble des réarrangements chromosomiques  constituerait ainsi une fraction tout 
à fait significative des différences de séquences entre l’Homme et le Chimpanzé (Frazer et al., 
2003).  
Enfin, bien que la taille des génomes et le nombre de gènes soient similaires dans les 
différentes espèces, un certain nombre de gènes spécifiques des Primates (totalement absents 
des génomes des autres mammifères), voire de l’homme, peuvent être identifiés (Strachan and 
Read, 1996).  
 
3.2.1.2. Création de nouveaux gènes 
Bien qu’en nombre restreint, quelques gènes fonctionnels ont été identifiés comme 
étant spécifiques des Primates ou même de la seule espèce humaine. Certains de ces gènes ont 
évolué et acquis une nouvelle fonction suite à une duplication simple, selon le modèle de la 
néo-fonction décrit précédemment (cf 2.1.4). Ils participent le plus souvent aux duplications 
segmentaires, très abondantes dans le génome humain, qui sont organisées en mosaïques de 
modules unitaires et localisées dans des régions hetéro- et euchromatiques spécifiques  
(Bailey et al., 2002b; Eichler, 2001; Stankiewicz et al., 2004) (cf 3.2.1.1). La fusion de gènes 
semble également avoir été opérante dans la lignée des Primates et a ainsi créé de la 
nouveauté génétique. D’autres gènes, enfin, ont été véritablement créés de novo par 
rétroposition, brassage d’exons, duplications et recrutement de séquences adjacentes au site 
d’insertion. Les duplications segmentaires sériées pourraient d’ailleurs avoir orchestré 
l’évolution du génome des Primates en engendrant ces nouveaux gènes par fusion et fission 
(Bailey et al., 2002b; Courseaux and Nahon, 2001; Eichler, 2001; Stankiewicz et al., 2004). 
Quelques uns des exemples de tels gènes finement analysés méritent d’être décrits et deux 








Figure 3.2.1.2.a   Origine du gène ECP par néo-fonction 
Dans la lignée des Catarhiniens, le gène EDN (Eosinophilic-Derived Neurotoxin) a subi une 
duplication. L’une des copies a conservé sa fonction d’origine, tandis que l’autre, appelée ECP 
(Eosinophil Cationic Protein) a subi des mutations lui permettant d’acquérir de nouvelles propriétés. 




L’exemple de la duplication du gène de l’EDN (Eosinophil-Derived Neurotoxin) dans 
la lignée des Catarhiniens est tout à fait représentatif de l’acquisition d’une nouvelle fonction 
dans une lignée particulière (Fig 3.2.1.2.a). Dans la lignée des Platyrhiniens, le gène EDN, qui 
fait partie de la famille des RNAse A, est resté sous forme de copie unique et a conservé la 
structure et la fonction du gène d’origine (rôle antiviral). Dans la lignée des Catarhiniens, ce 
gène a subi une duplication. L’une des copies (EDN) a conservé la fonction d’origine, tandis 
que l’autre (ECP pour Eosinophil Cationic Protein) a acquis une nouvelle fonction, et code 
pour une protéine antibactérienne. Cette activité antibactérienne n’est pas liée à l’activité 
RNAse, mais est la conséquence de l’accumulation d’arginines en remplacement d’autres 
acides aminés. Cette accumulation relève, en outre, de la sélection darwinienne positive 
(Zhang et al., 1998). Plus généralement, les duplications segmentaires ont été largement 
étudiées chez les Primates et sont particulièrement abondantes chez l’Homme où elles 
représentent près de 14% des séquences génomiques (contre 6,6% chez la Souris et moins de 
5% chez le Chimpanzé) (Bailey and Eichler, 2006). Elles n’auraient pas seulement contribué à 
la formation de nouveaux gènes, mais pourraient également avoir favorisé les variations 
génétiques et phénotypiques propres à l’homme ou aux primates, sans que le nombre de 
copies en soit le seul déterminant. De même, les duplications segmentaires pourraient être 
l’un des déterminants des fréquents réarrangements du génome du Gibbon (Hylobates lar) 
(Bailey and Eichler, 2006). Ces évènements et les variations génétiques qu’ils impliquent sont 
associés à la susceptibilité à un certain nombre de pathologies (cf 3.2.3). 
La fusion de gènes est décrite chez les procaryotes et quelques eucaryotes, mais 
impose en général des contraintes structurales fortes. Un exemple unique de fusion de gènes, 
affranchi de ces contraintes, est décrit chez l’Homme. Dans le cas des gènes UEV et Kua, il 
s’agit, en effet, d’une fusion transcriptionnelle. Le gène UEV (Ubiquitin-conjugating Enzyme 
Variant) produit un variant inactif des enzymes E2 responsables de la régulation de 
l’élongation des chaînes d’ubiquitine. Ce gène est présent chez tous les Eucaryotes et est 
dupliqué chez l’Homme. La copie d’origine UEV2 a conservé sa fonction d’origine, alors que 
la copie dupliquée (sur un autre chromosome) UEV1 a fusionné avec le gène Kua adjacent, 
jusqu’alors inconnu. La fusion est de type transcriptionnelle et réalisée par un mécanisme 
d’épissage alternatif, lui-même probablement réalisé sous la contrainte de modifications 
génomiques. Trois types d’ARN messagers sont alors produits : les deux ARN messagers 
d’origine (produits respectivement par UEV1 et Kua) et un troisième ARN messager Kua-













Figure 3.2.1.2.b   Origine du gène Kua-UEV1 par fusion transcriptionnelle 
Chez l’Homme, la duplication du gène UEV et la fusion transcriptionnelle de l’une de ses 
copies avec le gène Kua conduit à la formation d’une protéine chimèrique qui n’a pas encore acquis de 








Figure 3.2.1.2.c   Origine et évolution du gène BC200 RNA chez les Primates 
Ce gène est apparu  dans la lignée des Primates il y a 33 à 55 millions d’années par 
rétrotransposition d’une séquence Alu monomérique. Ces séquences Alu sont spécifiques aux Primates 




possède, pour le moment, les mêmes propriétés que la protéine UEV mais le domaine Kua 
permet son adressage aux endomembranes. Cette jeune protéine chimérique spécifique de 
l’espèce humaine n’a donc pas encore acquis de nouvelle fonction, mais il s’agit sans doute 
d’une période de transition (Long, 2000; Thomson et al., 2000).  
Les exemples parmi les plus pertinents de gènes chimériques issus d’évènements de 
rétroposition et spécifiques des Primates sont les gènes PMCHL1 et PMCHL2 qui font 
l’objet de mon travail de thèse et feront, à ce titre, l’objet d’un développement approfondi 
ultérieur. Mais le cas des gènes BC1 RNA et BC200 RNA (pour Brain Cytoplasmic RNA) 
mérite également que l’on s’y attarde. Il constitue un exemple de rétroposition que l’on 
pourrait qualifier de convergente. En effet, si BC200 RNA est spécifique des Haplorhiniens, 
BC1 RNA est, lui, propre aux Rongeurs et tous deux ont des fonctions proches, d’ARN non 
codants pour une protéine, produits dans les noyaux des cellules nerveuses et dirigés ensuite 
dans le cytoplasme dendritique où ils vont s’associer à des protéines pour former des 
particules ribonucléoprotéiques. BC1 RNA et BC200 RNA dérivent tous deux, mais de 
manière indépendante, de la rétrotransposition de petits ARN et pourraient être liés à l’origine 
de l’apparition de certains éléments répétitifs spécifiques (séquences Alu dans le cas des 
Primates). Dans le génome des Primates, et plus particulièrement de l’Homme, on trouve en 
effet près de 50 000 séquences Alu (SINEs). Les séquences Alu monomériques sont d’abord 
apparues par rétrotransposition d’une partie de l’ARN 7SL, qui est impliqué dans la synthèse 
protéique au niveau du réticulum endoplasmique. Les séquences Alu « actuelles » ont une 
séquence dimérique constituée de deux régions similaires qui proviendraient de deux 
monomères. Le gène BC200 RNA est composé de trois régions caractéristiques : une 
séquence homologue à Alu lm (left monomer) en 5’, une séquence riche en adénosine centrale 
et une séquence « unique » en 3’. Il y a 33 à 55 millions d’années, un Alu monomérique s’est 
intégré dans une région qui a permis sa transcription de manière spécifique dans les neurones 
et la création du gène BC200 RNA. Enfin,  ce gène possède lui-même une forte capacité à la 
rétrotransposition, comme en témoigne l’existence de deux pseudogènes BC200 RNAβ et 
BC200 RNAγ, apparus après la divergence Homme/Chimpanzé (Fig 3.2.1.2.c) (Kuryshev et 
al., 2001; Martignetti and Brosius, 1993; Skryabin et al., 1998). De manière plus générale, il 
semblerait qu’un pic de rétroposition chez les Primates (il y a 5 à 10 millions d’années) ait 
favorisé l’émergence de jeunes gènes spécifiques de la lignée humaine. Ces gènes sont 




rétrogènes acquièrent ensuite majoritairement des fonctions spermatogénétiques (Marques et 
al., 2005). 
  
3.2.1.3. ADN non codant, séquences répétées et éléments transposables des 
Primates 
Un certain nombre des composantes du génome des Primates se distingue nettement 
de celles des autres mammifères, et en particulier des Rongeurs. En effet, si les séquences 
codant pour des protéines sont relativement bien conservées, les introns sont eux presque 
incomparables. Si l’ADN minisatellite télomérique est bien conservé en raison d’une pression 
de sélection assurant une reconnaissance continue par la télomérase, le reste de l’ADN 
hautement répétitif (ADN satellite, minisatellite et microsatellite) est lui très rapidement 
divergent. De même, les éléments dispersés hautement répétitifs sont en général mal 
conservés. On identifie ainsi des séquences répétées transposables spécifiques des Primates, 
telles que les séquences Alu. Cependant, ces pseudoéléments matures dérivés de l’ARN 7SL 
possèdent des équivalents convergents dans le génome des Rongeurs : la répétition B1 déjà 
mentionnée précédemment (cf 3.2.1.2) (Strachan and Read, 1996). On note, dans les génomes 
de Primates, une richesse particulière en éléments transposables anciens (et une relative 
pauvreté en éléments récents), qui indique que, depuis la radiation des Mammifères, l’activité 
globale des transposons a décliné progressivement dans la lignée évolutive conduisant aux 
Primates. En outre, ces séquences, pourtant fréquemment non fonctionnelles, sont donc 
éliminées à une vitesse très lente dans la lignée des Primates. Le déclin des éléments 
transposables est très marqué dans les 35 à 50 derniers millions d’années, à l’exception d’un 
pic d’activité des éléments Alu il y a environ 40 millions d’années. Un tel déclin n’est pas 
observé chez les Rongeurs (Strachan and Read, 1996). 
Ces éléments transposables affectent en outre les propriétés d’autres éléments du 
génome, et en particulier des gènes. L’importance et l’impact des éléments transposables dans 
l’évolution des gènes des Primates et de leurs produits peuvent être déduits de l’analyse 
systématique du génome humain et de sa comparaison avec les séquences génomiques des 
Rongeurs. Il semblerait que pas moins de 4% des gènes humains contiennent dans leur région 
codante des séquences présentant des similitudes avec des éléments transposables 
(Nekrutenko and Li, 2001). Près de 90% de ces éléments correspondraient à des insertions à 
l’intérieur d’introns qui ont ensuite été recrutés en tant qu’exons. Par ailleurs et à titre 




transposable en amont de l’unité de transcription du gène CYP19, codant pour l’aromatase 
P450, enzyme clé de la synthèse des oestrogènes, a permis, chez les Primates, la création d’un 
nouveau promoteur spécifique du placenta (Luchetta et al., 2005). 
Au sein des Primates,  l’ADN non codant peut présenter un degré élevé de similitudes 
des séquences. L’ADN hautement répété présente, lui, une évolution extrêmement rapide en 
dépit de cette très grande identité nucléotidique globale. Des séquences mini- et 
microsatellites peuvent ainsi différer de façon conséquente entre l’homme et d’autres 
Primates. Les séquences télomériques sont conservées, mais des séquences minisatellites 
hypervariables montrent une évolution transitoire chez les Primates (Gray and Jeffreys, 1991). 
Les microsatellites présentent également des différences au niveau des positions orthologues 
chez l’homme et les autres Primates (Rubinsztein et al., 1995a; Rubinsztein et al., 1995b). De 
même, l’ADN dispersé hautement répétitif varie au gré des espèces. Bien que la sous-famille 
de répétitions Alu soit retrouvée chez tous les Primates, plusieurs sous-familles ont été 
individualisées (Jurka, 1991) et semblent s’être développées à différentes périodes de 
l’histoire des Primates. La plus ancienne sous-famille, la répétition AluJ, a été datée à environ 
55 millions d’années. Cette famille, comme d’autres, est caractérisée par une divergence 
considérable entre ses membres, mais avec toujours une relativement étroite ressemblance 
avec la séquence consensus de l’ARN 7SL. Enfin, un petit nombre de séquences Alu 
appartient à des familles dont l’origine au cours de l’évolution est extrêmement récente et 
contient des membres activement transposés. Cela inclut les familles Sb1 et Sb2, cette 
dernière semblant majoritairement spécifique à l’homme et datant de moins de 2 millions 
d’années (Strachan and Read, 1996; Zietkiewicz et al., 1994). Ces répétitions Alu sont ensuite 
des points chauds de recombinaison, qui peuvent engendrer des délétions de grande taille, des 
insertions, des duplications. Ainsi, ces éléments transposables spécifiques des Primates 
affectent de façon conséquente l’évolution des génomes et l’apparition de pathologies à 
substrat génétique (Strachan and Read, 1996). 
 
3.2.1.4. Mutations ponctuelles, vitesses évolutives variables et polymorphisme 
Le calcul des pourcentages d’identité entre les séquences de Primates est à l’origine 
des estimations de dates de divergence des espèces, par l’utilisation des horloges 
moléculaires. Cependant les relations de parenté ainsi établies ne sont parfois pas corroborées 
par les données fossiles. Il semble donc essentiel pour dater les divergences successives de 




lesdites horloges moléculaires battent, comme nous l’avons détaillé précédemment, à des 
rythmes différents selon les lignées (Senut, 1999). La comparaison des taux de substitutions 
nucléotidiques de l’homme, des singes de l’ancien monde, des singes du nouveau monde et 
des rongeurs indique en effet un ralentissement possible chez l’homme, le chimpanzé et le 
gorille (Hacia, 2001). 
Beaucoup se sont étonnés des seuls 1 à 2% de différences entre les génomes humain et 
de chimpanzés, 1 à 2% qui font pourtant toute la différence (Barriel, 2004) !  Cette divergence 
est principalement portée par les régions introniques, intergéniques et 5’UTR (Ebersberger et 
al., 2002; Hellmann et al., 2003), mais certaines mutations affectent plus directement le 
phénotype. Les mécanismes moléculaires spécifiques de l’évolution des Primates méritent 
donc d’être détaillés. Le cas du gène FOXP2 (Forkhead-box P2 transcription factor) est 
particulièrement marquant. Ce gène serait impliqué dans la possibilité physique qu’a 
l’Homme, à la différence d’autres Primates, de développer un langage articulé. En effet, une 
mutation ponctuelle de ce gène co-ségrège avec un grave déficit du langage dans une famille 
humaine où la moitié des membres est affectée. Il semble qu’il soit nécessaire d’avoir deux 
copies fonctionnelles du gène FOXP2 pour développer un langage normal. Des orthologues 
de ce gène sont connus chez divers Primates ainsi que chez la Souris. Seuls trois acides 
aminés (sur 715) diffèrent entre la protéine de l’homme et celle de la souris. Deux de ces 
différences sont liées à des évènements ayant eu lieu après la divergence de l’Homme et du 
Chimpanzé. Cela suggère une accélération de l’évolution de cette protéine dans la lignée des 
hominidés. L’absence de polymorphisme en ces loci au sein de l’espèce humaine suggère 
qu’il s’agit bien de sélection positive, et non simplement de relaxation des contraintes. Ainsi, 
deux petites mutations suffiraient à conférer une propriété unique à une espèce de primates, 
l’Homme en l’occurrence  (Enard et al., 2002b; Luchetta et al., 2005). D’autres exemples de 
gènes modifiés par mutation ou petites insertions/délétions et conférant probablement des 
différences phénotypiques entre l’Homme et les autres Primates sont maintenant disponibles 
(Varki and Altheide, 2005). Les exemples de l’ASPM (abnormal spindle-like microcephaly 
associate) et de la microcéphaline (Dorus et al., 2004; Evans et al., 2004), celui de la chaîne 
lourde de myosine 16 MYH16 (Stedman et al., 2004), ainsi que celui de la CMP-Neu5Ac 
hydroxylase (Chou et al., 2002; Chou et al., 1998) sont particulièrement documentés et la 
fonctionnalité de ces gènes (respectivement impliqués dans l’augmentation de la taille du 
cerveau humain, des modifications de son anatomie et des changements de résistance aux 




Il apparaît également que les ratios Ka/Ks sont fréquemment supérieurs dans les 
séquences de primates, et encore d’avantage dans les séquences humaines, relativement à 
celles des Rongeurs, et cette différence est nettement accrue lorsqu’il s’agit de gènes 
spécifiques des systèmes nerveux (Dorus et al., 2004) ou olfactif (Clark et al., 2003), par 
opposition aux gènes dit « de ménage ». 
Enfin, la moindre variabilité génétique de l’espèce humaine, comparée à celle des 
chimpanzés par exemple, cette variabilité étant en outre supérieure à l’intérieur d’une 
population humaine qu’entre populations différentes, suggère que l’espèce humaine est 
relativement uniforme. L’hypothèse du « bottleneck » (goulot de bouteille), qui consiste en 
une réduction drastique du nombre des individus à un moment de l’histoire évolutive, justifie 
cette plus grande proximité génétique entre individus de l’espèce par perte de la variabilité 
préalablement existante (Jones et al., 1992; Strachan and Read, 1996). Cette réduction 
drastique du nombre des êtres humains serait survenue il y a 70 ou 80 000 ans, à l’époque de 
Néandertal, quelques dizaines de milliers d'années après l'apparition des premiers Homo 
sapiens.  La taille critique de population alors atteinte est estimée à 5 à 10 000 individus 
(Harpending et al., 1998; Jorde et al., 1997). 
 
3.2.2. Modifications transcriptomiques participant au renforcement ou au 
développement de propriétés des Primates 
Au-delà des modifications génomiques, les spécificités et différences phénotypiques 
des Primates tiennent à des modifications d’expression de gènes communs aux différentes 
espèces, ces modifications étant elles-mêmes consécutives aux changements génomiques. Il 
peut s’agir de modifications du processus d’épissage et de maturation de l’ARN messager ou 
de l’activité promotrice (déterminant le profil tissulaire et temporel et les niveaux 
d’expression).  Néanmoins, compte tenu de l’étendue et de la variabilité qualitative et 
quantitative du transcriptome, la comparaison entre espèces distinctes s’avère beaucoup plus 
fastidieuse que celle des génomes, en particulier pour ce qui est des données qualitatives.  
 
3.2.2.1. Epissages  alternatifs 
Il convient en premier lieu de préciser les modalités de l’épissage alternatif, avant 
d’examiner les exemples de gènes pour lesquels un épissage alternatif spécifique des Primates 
est décrit et confère éventuellement des propriétés inédites. L’épissage alternatif est 







Figure 3.2.2.1   Différentes formes alternatives 
(a) Dans un système de promoteurs alternatifs, le choix entre deux promoteurs P1 et P2 va 
définir un site d’initiation de la transcription différent. (b) Plusieurs cas sont à envisager pour un 
épissage alternatif. Un intron peut être retenu, un exon éliminé (exon cassette), des exons peuvent être 
mutuellement exclusifs. Enfin, les bornes d’épissage 3’ et 5’ des introns peuvent être mlultiples. (c) 
Dans un processus de polyadénylation alternative, il peut y avoir un chois alternatif du dernier exon, 
ou bien un même exon peut posséder deux sites de polyadénylation alternatifs. Extrait de (Luchetta et 




différents à partir d’un seul type d’ARN pré-messager. Le choix des sites d’épissages, qui 
dépend de l’environnement cellulaire conduira à différentes associations d’exons.  
L’épissage alternatif dépend donc du contexte cellulaire (spécificité tissulaire, stade de 
développement, réponse à un stimulus externe) par l’interaction de différents éléments 
cellulaires avec des régions activatrices et inhibitrices d’exons et d’introns. Les modifications 
des séquences génomiques de ces régions au cours de l’évolution, au même titre que les 
modifications de contexte cellulaire, peuvent donc favoriser de substantiels changements 
d’expression des gènes. 
 Lors du processus d’épissage alternatif, les exons peuvent être rallongés, raccourcis, 
éliminés ou échangés entre eux. Ces choix des sites d’épissage auront pour conséquence 
directe la création d’ARN messagers différents, soit au niveau de leur région codante (ORF), 
soit au niveau de leurs régions non codantes pour une protéine (régions 5’ et 3’ non traduites).  
Différents profils « alternatifs » permettent de réaliser cet épissage alternatif (Thanaraj and 
Clark, 2001). L’utilisation de promoteurs alternatifs peut conditionner le site d’initiation de la 
transcription et ainsi modifier le premier exon et potentiellement la partie N-terminale de 
l’éventuelle protéine (Figure 3.2.2.1 (a)). Le choix de différentes bornes d’introns sur un 
même ARN prémessager pour former des ARN messagers différents, permettant ainsi 
éventuellement la synthèse de plusieurs isoformes protéiques, constitue le second profil 
d’épissage alternatif. Il peut en résulter la rétention d’un intron, l’élimination d’un exon (dit 
exon cassette) ou l’exclusion mutuelle de deux exons. Dans d’autres cas, les exons peuvent 
être tronqués ou rallongés (Modrek et al., 2001) (Figure 3.2.2.1 (b)). Enfin, il existe des 
mécanismes de polyadénylation alternative susceptibles de modifier le dernier exon (Figure 
3.2.2.1 (c)). Les différentes possibilités précédemment énumérées peuvent être associées pour 
donner des systèmes complexes. L’épissage alternatif a ainsi joué un rôle essentiel dans 
l’expansion du protéome et la diversification des Métazoaires. 35 à 50% des gènes humains 
feraient l’objet d’épissages alternatifs (Luchetta et al., 2005; Modrek et al., 2001; Roberts and 
Smith, 2002). 
La grande majorité des messagers alternativement épissés détectés par analyse du 
transcriptome humain semble être spécifique. Ils proviennent aussi bien de gènes humains 
connus, que de  nouveaux gènes spécifiques et participent à des fonctions biologiques 
fondamentales (Modrek et al., 2001). 
L’exemple de la Talanin est probablement le plus pertinent pour démontrer 




dans une pathologie spécifique. L’identification récente d’un locus de susceptibilité à la 
néphrolithiase à l’acide urique (UAN, Uric acid Nephrolithiasis) sur le chromosome 10 
humain et la démonstration que le gène ZNF365 de ce locus produisait différents transcrits par 
épissage alternatif a retenu l’attention de l’équipe de Mario Piratsu en Italie. Il a ensuite été 
démontré par analyse des mutations que l’un de ces transcrits (codant pour une isoforme 
protéique appelé Talanin) est associé à la néphrolithiase UAN. L’un des transcrits ZNF365 (la 
forme A) est retrouvée par homologie chez la Souris et y est spécifiquement exprimé dans le 
cerveau. En revanche, aucun homologue du transcrit ZNF365D n’a pu être identifié chez la 
Souris, et la région génomique correspondante n’est pas organisée en structure génique 
canonique chez les Rongeurs. Cela suggère que le transcrit ZNF365D est apparu après la 
divergence de la lignée des Hominoïdes de celle des Rongeurs. De façon très intéressante, 
l’acitivité uricase, présente chez les Rongeurs et la plupart des Mammifères, a été perdue dans 
la lignée des Hominoïdes à l’époque du Miocène. L’analyse du locus de la Talanin chez les 
Primates non-humains démontre que de nombreux codons stop prématurés empêchent la 
production d’une protéine fonctionnelle, malgré une structure exon/intron canonique. Chez 
l’homme, une protéine fonctionnelle est produite, suggérant que le transcrit alternatif 
ZNF365D a émergé au cours de l’évolution des Primates à partir d’une séquence génomique 
non-codante, restaurant ainsi une fonction uricase (Gianfrancesco et al., 2004). 
 
3.2.2.2. Profils d’expression différents 
L’avènement des puces à ADN de grande densité a permis l’étude de l’expression d’un 
grand nombre, voire de la totalité, des gènes codant pour des protéines des génomes de 
différentes espèces de primates et dans différents tissus. Cette technique permet de détecter 
aussi bien des changements de « site » (tissus, types cellulaires…) d’expression des gènes que 
de niveaux d’expression dans un même tissu (Varki and Altheide, 2005). La comparaison du 
niveau d’expression d’un grand nombre de gènes dans le cerveau, le foie et le sang de trois 
hommes, trois chimpanzés et un orang-outan indique d’abord que les variations inter 
individuelles intraspécifiques sont considérables relativement aux différences observées entre 
homme et chimpanzé. Néanmoins, l’utilisation de l’orang-outan comme groupe externe 
permet de positionner l’homme et le chimpanzé dans deux groupes mutuellement exclusifs. Il 
apparaît alors une nette accélération des variations d’expression chez l’Homme 
(comparativement au Chimpanzé), et de façon plus marquée dans le cerveau que dans le foie. 











Figure 3.2.2.2   Variation d’expression génique des Primates 
Arbres de distance représentant les valeurs relatives de variations d’expression entre trois 
espèces de Primates (Homme, Chimpanzé, Macaque) et dans trois tissus (cerveau, sang et foie). Les 




dans d’autres tissus au cours de l’évolution récente de l’homme, ce qui est attesté par des 
expériences complémentaires utilisant le macaque comme groupe externe (Enard et al., 
2002a; Khaitovich et al., 2004a) (Fig 3.2.2.2). Cette plus grande variabilité résulte en outre 
très fréquemment d’une augmentation des niveaux d’expression des gènes dans le cerveau 
humain, alors que les différences des niveaux d’expression dans le foie et le cœur de l’homme 
et du chimpanzé résultent autant d’augmentation que de diminution du niveau d’expression 
(Caceres et al., 2003; Gu and Gu, 2003; Khaitovich et al., 2004a). Il faut noter que si 
l’ensemble de ces études a clairement mis en évidence des variations de niveau d’expression 
des gènes, les patrons d’expression des gènes sont eux très conservés dans le cerveau de 
l’Homme et du chimpanzé (Khaitovich et al., 2004a; Varki and Altheide, 2005). Ceci rejoint 
la notion selon laquelle l’apparition des capacités cognitives spécifiques de l’homme s’est 
faite par recrutement de structures cérébrales existantes et de leurs fonctions moléculaires 
sous-jacentes (Khaitovich et al., 2004a). 
Les gènes pour lesquels on observe des modifications d’expression cérébrale dans 
l’une ou l’autre des espèces appartiennent principalement aux classes de la régulation 
transcriptionnelle, de la transduction du signal, du métabolisme des lipides, de l’adhésion 
cellulaire (Caceres et al., 2003; Sikela, 2006) et de la transmission synaptique (Caceres et al., 
2003). Ce type de données, d’ailleurs controversées, doit cependant être ensuite validé par 
d’autres outils de biologie moléculaire, pour que la question de l’importance des gènes 
identifiés pour l’établissement des phénotypes spécifiques puisse ensuite être examinée. 
Certains gènes identifiés par puce à ADN ont été précisément caractérisés du point de 
vue de leur expression, ce qui permet d’en affirmer le rôle dans certains phénotypes. Ainsi, 
l’expression de la transthyretin est amoindrie dans le sang et le cerveau de l’homme 
(comparativement aux autres Primates) et cette différence pourrait être associée à un 
métabolisme des hormones thyroïdienne modifié chez l’Homme (Gagneux et al., 2001). La 
régulation positive spécifique de l’alpha 2-6 sialytransférase dans les cellules épithéliales 
humaines pourrait expliquer la résistance relative des chimpanzés au virus influenza A 
humain (Gagneux et al., 2003). Enfin, l’apparition, chez les Primates, d’un promoteur 
additionnel alternatif pour le gène CYP 19 codant pour l’aromatase modifie le profil 
d’expression de ce gène. Cette enzyme clé de la synthèse des oestrogènes est exprimée dans 
les gonades, le cerveau et le tissu adipeux de la plupart des Mammifères. L’apparition du 




dans le placenta de ces espèces, contrôlant ainsi le niveau d’oestrogènes lors de la grossesse 
(Luchetta et al., 2005).  
 
L’ensemble de ces modifications transcriptomiques affecte naturellement le protéome, 
notamment en terme de diversité. 
 
3.2.3. Phénotypes et pathologies spécifiques des Primates  
Les modifications phénotypiques, et en particulier cognitives, qui définissent les Primates 
ou l’Homme tiennent donc à des modifications génomiques, transcriptomiques et en 
conséquence protéomiques, mais aussi à l’interaction de ces sphères avec l’environnement. 
Les pathologies affectant spécifiquement les primates, ou l’homme seulement, constituent des 
indicateurs indirects de ces spécificités et de leurs substrats moléculaires. 
Les bases génétiques des différences de susceptibilité de l’homme et du chimpanzé à 
différentes pathologies, telles que la malaria, les cancers de la peau, la maladie d’Alzheimer, 
le SIDA… sont encore relativement méconnues. L’exploration du système du CMH 
(Complexe Majeur d’Histocompatibilité) du Chimpanzé pourrait apporter quelques éléments 
de réponse (Gagneux and Varki, 2001). L’observation d’une susceptibilité réduite à 
l’infection par le virus HIV et à l’évolution vers le SIDA lorsque, par duplication segmentaire, 
le nombre de copies du récepteur CCL3L1 est accru constitue une piste pour la 
compréhension de la différence entre Homme et Chimpanzé (Bailey and Eichler, 2006; 
Gonzalez et al., 2005). L’exemple du gène FOXP2 (Forkhead box P2) découle du même type 
d’approche : il a initialement été identifié dans le cadre de troubles du langage chez l’Homme 
(Lai et al., 2001), puis sa comparaison avec ses orthologues chez d’autres Primates 
(Chimpanzé, Gorille, Orang-Outan, Macaque) et chez la Souris a démontré que ce gène avait 
subi une sélection positive chez l’Homme, ce qui le rend significativement différent entre 
l’Homme et le Chimpanzé. L’ensemble de ce modèle est ainsi susceptible d’expliquer les 
différences d’articulation du langage entre ces espèces (Enard et al., 2002b). Enfin, des 
mutations dans un grand nombre d’autres membres de la famille forkhead sont responsables 
de pathologies spécifiquement humaines (glaucome congénital, agénèse thyroïdienne, 
syndromes de lymphe-demadistichiase et de blepharophimosis/ptosis/epicanthus inversus) 
(Lai et al., 2001). 
De manière plus générale, les duplications segmentaires ont été largement impliquées 




SMA (Spinal Muscular Atrophy) sur le chromosome 5q13 humain (Melki et al., 1994) 
correspond à l’étendue d’une duplication segmentaire majeure ou siègent les gènes SMN1 et 
SMN2 chez l’Homme (Schmutz et al., 2004). Les recombinaisons favorisées par cette 
duplication segmentaire sont susceptibles d’affecter le gène SMN1 et ainsi de provoquer 
l’atrophie spinale musculaire et la susceptibilité à cette pathologie, bien que les cas les plus 







Figure 4.1.1   Les Primates étudiés 
(a) Tarsius syrichta, (b) Saguinus oedipus, (c) Cebus apella, (d) Chlorocebus aethiops, (e) 






4.  Nos modèles d’étude et objectifs de la thèse 
 
4.1.  Modèles animaux 
L’étude de modèles de familles de gènes spécifiques humains ou de primates permet la 
compréhension de l’évolution de ces espèces et de leurs génomes. Cette étude nécessite de 
pouvoir comparer les données phénotypiques (physiologiques et pathologiques) et 
moléculaires d’un certain nombre d’espèces, afin de déterminer si l’un ou l’autre des 
mécanismes d’évolution des génomes intervient et avec quelles conséquences sur l’expression 
génique et le phénotype. 
 
4.1.1. Présentation des espèces étudiées : relations phylogénétiques, 
caractéristiques phénotypiques, biotopes et types de données disponibles 
Les principales caractéristiques des espèces de Primates étudiées sont reprises dans la 
Table 4.1.1. 
 
4.1.1.1. Tarsius syrichta 
Le positionnement phylogénétique des Tarsiers, dont Tarsius syrichta (cf Figure 4.1.1 
(a)), fait, comme nous l’avons déjà vu, l’objet de controverses. Il est néanmoins désormais 
consensuel de l’associer aux Haplorhiniens (cf Figure 3.1.1.2.b). Leur date de divergence 
d’avec l’ancêtre des autres Haplorhiniens est estimée à 60 millions d’années environ.  
Les Tarsiers ne mesurent que 10 à 15 cm. Leurs grands yeux leur permettent une 
bonne vision de nuit adaptée à un mode de vie nocturne, et leurs grands pavillons leur 
assurent une bonne audition. Ce sont d'excellents sauteurs grâce à l'allongement de 2 os du 
pied. Cette aptitude, leur bonne vision de nuit et leur vivacité leur permettent de compléter 
leur alimentation végétale par des insectes ou de petits vertébrés tels que les lézards. Ils vivent 
exclusivement en Malaisie et aux Philippines et sont menacés d’extinction. De ce fait, seul 










4.1.1.2. Saguinus oedipus 
Le Tamarin pinché Saguinus oedipus  (cf Figure 4.1.1 (b)) est un primate 
Plathyrhinien de la famille de Cebidés et de la sous-famille des Challitrichidés (cf Figure 
3.1.1.2.b). Son dernier ancêtre commun avec les Catarhiniens, dont l’Homme, date de 35 
millions d’années environ (Enard and Paabo, 2004; Glazko and Nei, 2003).  
Il mesure 25 à 30 centimètres, pèse 350 à 550 grammes et vit en moyenne 15 ans. Son 
unique habitat est la forêt dense du nord de la Colombie, où il s’alimente de fruits et légumes, 
et parfois aussi d’insectes ou d’œufs. Du fait de sa petite taille, le tamarin pinché est menacé 
par de nombreux prédateurs tels que les rapaces ou les serpents mais son plus terrible ennemi 
est l’homme qui détruit son habitat. Il fait en conséquence partie d’un programme européen 
d’élevage (EEP). 
 La seule ressource biologique disponible pour cette espèce est par conséquent son 
ADN génomique. Des tissus seront cependant accessibles prochainement dans le cadre du 
projet APES et d’une collaboration avec Lutz Walter du German Primate Center.  
 
4.1.1.3. Cebus capucinus et Cebus appella 
Les ADN génomiques de deux espèces de Cebus ont été utilisées au cours de nos 
travaux : le Sapajou apelle Cebus apella et le Capucin moine Cebus capucinus (cf Figure 
4.1.1 (c)). Ils appartiennent à l’infra-ordre des Plathyrhiniens, à la famille de Cebidés et à la 
sous-famille des Cébinés (cf Figure 3.1.1.2.b). Leur dernier ancêtre commun avec les 
Catarhiniens, dont l’Homme, date de 35 millions d’années environ (Enard and Paabo, 2004; 
Glazko and Nei, 2003).  
Cebus apella et Cebus capucinus mesurent tous deux 35 à 45 cm, et presque autant 
pour leur queue semi-préhensile, et pèsent entre 2,5 et 4 kg. 
Le Sapajou apelle vit en Amérique sud tropicale et subtropicale à l’est des Andes, à 
l’exception du Chili et de l’Uruguay. Il habite les forêts andines humides et chaudes, jusqu’à 
2700m d’altitude et s’y  nourrit de fruits, germes, feuilles, insectes et petites proies. La 
femelle donne naissance à un petit par an, au terme d’une gestation de 5 mois environ. 
L’aire de répartition du capucin moine se situe dans la partie Sud de l’Amérique 
Centrale et au Nord-Ouest de l’Amérique du Sud. Il occupe différents niveaux d’altitude 
depuis le niveau de la mer jusqu’aux contreforts nord de la cordillère des Andes. Il vit dans 




primaires et secondaires, qu’elles soient humides à feuilles caduques ou semi-sèches à feuilles 
persistantes. C’est un singe diurne et principalement arboricole, dont le régime alimentaire  
comprend 65 % de fruits, 15 % de feuilles et 20 % de matières végétales diverses (graines, 
écorces, bourgeons, gommes, fleurs), d’invertébrés (insectes, araignées, crabes, huîtres) et de 
vertébrés de petite taille (lézards, oiseaux, jeunes écureuils et coatis). En ce qui concerne le 
mode locomotion, le capucin moine est essentiellement quadrupède. La bipédie n’est 
qu’occasionnelle. La durée moyenne de gestation de Cebus capucinus est de 5 mois. En 
milieu naturel, le capucin moine ne forme pas de groupe mixte avec une autre espèce de 
Primates. Ses principaux compétiteurs en matière de nourriture sont le singe araignée à mains 
noires (Ateles geoffroyi), le singe hurleur à manteau (Alouatta palliata) et le coati (Nasua 
narica). Ses principaux prédateurs sont le boa constricteur, le serpent à sonnette, le caïman, le 
grand faucon noir, le jaguar, le puma, le coyote et les chasseurs. 
 
4.1.1.4. Chlorocebus aethiops 
Cette espèce était autrefois classée dans le genre Cercopithecus et nommée 
Cercopithecus aethiops ; elle est aujourd'hui nommée Chlorocebus aethiops (Linnaeus, 1758) 
(cf Figure 3.1.1.2.b). Elle appartient à l’infra-ordre des Catarhiniens, à la super-famille des 
Cercopithécoïdés, à la famille des Cercopithècidés et enfin à la sous-famille des 
Cercopithécinés. On estime sa divergence d’avec les Hominoïdes à il y a approximativement 
25 millions d’années (Goodman, 1999).  
Le Singe vert Chlorocebus aethiops (cf Figure 4.1.1 (d)) mesure 45 à 60 cm sans la 
queue et pèse 3,5 à 5 kg. Il vit en lisière des zones boisées et dans les savanes africaines, du 
Sénégal à la Somalie, et jusqu'en Afrique du Sud. Il est abondant dans le parc du Niokolo-
Koba au Sénégal. Sa population y est estimée à 30 000 individus. Il se nourrit de fruits, 
feuilles, racines, graines et à l'occasion d’œufs, petits reptiles ou oiseaux. Il vit en groupe de 
20 à 50 individus, le plus souvent au sol, mais trouve refuge dans les arbres. Il est également 
bon nageur. La maturité sexuelle est atteinte à 4 ans, la gestation dure plus de 5 mois et la 
longévité des individus est estimée à 30 ans au maximum. 
La seule ressource biologique accessible pour cette espèce est son ADN génomique. 
Des tissus seront cependant disponibles dans le cadre du projet APES et d’une collaboration 







4.1.1.5. Macacca mulatta et Macacca fascicularis 
Les macaques (cf Figure 4.1.1 (e)) appartiennent à la même sous-famille (des 
Cercopithécinés) que le Chlorocebus aethiops et se sont donc également séparés de la lignée 
des Hominoïdes il y a environ 25 millions d’années (cf Figure 3.1.1.2.b) (Goodman, 1999). 
Les macaques rhésus Macacca mulatta atteignent une longueur de 65 centimètres, 
avec des queues atteignant 30 centimètres. Les mâles peuvent peser jusqu'à 6 kilogrammes, 
alors que les femelles sont autour de la moitié de ce poids. Ils passent la majorité de leur 
temps dans les arbres et leur longue queue leur sert de balancier pour sauter de branche en 
branche. Le macaque rhésus est commun dans tout l'Afghanistan jusqu'en Inde septentrionale 
et en Chine méridionale. Habitant les zones arides et les terrains découverts, les macaques 
rhésus peuvent aussi se trouver dans les prairies, les régions boisées et dans des régions 
montagneuses jusqu'à 2.500 mètres d'altitude. On dit qu'ils sont de bons nageurs et apprécient 
cette activité. Les rhésus sont connus pour leur tendance à se déplacer des espaces ruraux vers 
les secteurs urbains, venant chercher les aumônes ou les ordures des humains. Ils sont 
devenus de vrais parasites dans certaines zones, perçus comme un risque possible pour la 
sécurité et la santé publiques. Vivant le jour, les macaques rhésus sont aussi bien des animaux 
terrestres qu'arboricoles. Ils sont pour la plupart herbivores et se nourrissent de feuilles, 
d'aiguilles de pins, de racines et occasionnellement d'insectes ou de petits animaux. Comme 
les autres macaques, les groupes de singes rhésus comprennent des mâles et des femelles. Le 
groupe peut compter jusqu'à 180 individus mais la moyenne se situe à une vingtaine. Les 
femelles sont 4 fois plus nombreuses que les males. La hiérarchie sociale est matriarcale, le 
rang de chacun dépend de sa lignée avec la femelle dominante. Cette vie en groupe implique à 
la fois coopération et compétition. Les macaques sont capables de grandes performances, 
utiliser des outils ou échanger des informations, par exemple. Les femelles macaques n'ont 
qu'un petit tous les un à deux ans. La gestation dure près de six mois. Les macaques peuvent 
vivre une trentaine d'années.  
Les macaques crabiers (ou macaques à longue queue) Macacca fascicularis vivent 
en groupes de plusieurs dizaines d’individus. D’un poids de 5 à 7 kg pour les mâles, celui-ci 
n’atteint que 3 ou 4 kg pour les femelles. La taille oscille de 40 à 60 cm. Les bandes sont très 
hiérarchisées. Elles se composent d’un mâle dominant, de plusieurs femelles et de leurs petits. 
On rencontre Macacca fascicularis dans la cime des arbres des jungles de montagne, mais 




en Asie du Sud-Est, en Indonésie et dans les îles de la Sonde. Sur les traces du macaque à 
longue queue qui se régale de crabes, se profilent également les silhouettes de ses prédateurs : 
le tigre, le crocodile marin ou encore le python. Avantagé par son faible poids, le macaque 
crabier étend progressivement son territoire à la canopée pour échapper à la concurrence des 
autres espèces plus agressives. Il est également capable de nager. 
Le génome entier du macaque rhésus est en cours de séquençage et les premières 
données sont d’ores et déjà disponibles sur www.ensembl.org. Nous disposons par ailleurs de 
son ADN génomique. Nous avons également accès à des ADN génomiques et des tissus, et 
donc des ARN, de Macaca fascicularis (sains et traités au MPTP, mimant la pathologie de 
Parkinson) issus d’un élevage chinois et prélevés dans des conditions normalisées. 
 
4.1.1.6. Hylobates lar 
Le Gibbon à mains blanches Hylobates lar appartient à la famille des Hylobatidés, à la 
super-famille des Hominoïdes (cf Figure 3.1.1.2.b). Son dernier ancêtre commun avec les 
autres Hominoïdes vivait il y a environ 18 millions d’années (Goodman, 1999).  
 Le Gibbon, singe sans queue, vit dans les forêts d'Inde, d'Indochine et de la Malaisie 
(cf Figure 4.1.1 (f)). Sa caractéristique la plus remarquable réside dans ses longs bras, grâce 
auxquels il se balance de branche en branche avec une grande agilité, en utilisant ses mains 
comme des crochets. Ce mode de déplacement s'appelle brachiation. Un Hylobates lar peut 
mesurer jusqu’à 90 cm de haut et l'envergure de ses bras fait environ le double. Le gibbon est 
le seul singe Haplorhinien, en dehors de l’Homme, qui marche uniquement sur ses pattes 
arrières, en levant les bras pour garder l'équilibre. Les gibbons sont monogames et l'unique 
petit du couple reste avec le groupe familial jusqu'à l'âge de cinq ou six ans. 
Ils mangent des feuilles, des fruits, des fleurs, des insectes, des araignées, des oiseaux et leurs 
œufs. Ils sont en général silencieux pendant la journée, mais hurlent au lever du soleil et en fin 
d'après-midi. Les populations de gibbons sauvages ont subi une sérieuse réduction du fait de 
la chasse et de la déforestation. 
 Nous ne disposons que de l’ADN génomique pour cette espèce.  
 
4.1.1.7. Pan troglodytes et Pan paniscus 
Deux espèces de chimpanzés retiennent particulièrement l’attention des biologistes 




lignées se seraient séparése de la lignée humaine il y a environ 5 millions d’années (Chen and 
Li, 2001; Goodman et al., 1994). 
Les chimpanzés mâles Pan troglodytes pèsent 50 kg et mesurent 120 cm, les femelles, 
40kg et 70cm (cf Figure 4.1.1 (g)). On les rencontre dans 21 pays africains, de l’est à l’ouest 
de l’Afrique, au niveau de la zone équatoriale. Ils vivent surtout dans la forêt, tropicale 
humide ou sèche, et s’aventurent parfois dans la savane. Les chimpanzés vivent en 
communautés, regroupant jusqu’à plus de cent individus. La journée, ils se séparent en petits 
groupes pour aller chercher à manger, des fruits, des feuilles, des insectes et parfois aussi de la 
viande, dans la forêt. Décrits pour la première fois par Jane Goodall, les outils et inventions 
des chimpanzés se révèlent multiples et complexes, empreints d’un caractère traditionnel. 
L’espérance de vie des Pan troglodytes est de 40 à 50 ans, et la gestation dure près de huit 
mois. Malheureusement, aujourd’hui, les chimpanzés, comme les autres grands singes sont 
menacés de disparition. D’une population estimée à 1 million dans les années 1960, il n’en 
reste aujourd’hui probablement moins de 100 000. 
Le bonobo Pan paniscus (cf Figure 4.1.1 (h)) mesure 70 à 100 cm et pèse 30 et 45 kg 
en moyenne, pour les femelles et les mâles respectivement. Il est aussi appelé chimpanzé 
pygmée, mais de pygmée il n'a que le nom étant simplement un peu plus élancé mais 
nullement plus petit que le chimpanzé commun. C'est sans doute des grands singes, celui qui 
nous ressemble le plus, d'un point de vue génétique mais aussi comportemental. Les bonobos 
ne vivent que dans les forêts tropicales humides du nord de la République Démocratique du 
Congo, souvent inondées. Là, ils vivent en groupes, au sein d'une société de type égalitaire à 
tendances matriarcales. Frugivores et folivores, les Bonobos passent beaucoup de temps dans 
la forêt, au sol ou dans les arbres à rechercher leur nourriture, toujours en groupe. Leur 
espérance de vie est d’environ 40 ans, et la gestation dure près de huit mois. En République 
Démocratique du Congo, les guerres civiles et la situation politique toujours instable ont mis 
les bonobos en péril. De 100 000 individus en 1980, les bonobos sont passés à 10 000 en 1990 
et la pression de la chasse ne fait qu'augmenter suite à l'implantation massive des industries 
forestières et minières dans les forêts qui créent à tout va moultes pistes à travers la sylve 
jusqu'alors réputée impénétrable.  
Nous ne disposons que d’ADN génomique pour Pan paniscus. Le génome de Pan 
troglodytes est actuellement séquencé en quasi-totalité et disponible sur www.ensembl.org. 
Nous disposons également de son ADN génomique, mais ne pouvons avoir accès à des tissus 




à terme par l’intermédiaire de la Biothèque, en collaboration avec Erwan Bézard (Biothèque 
Primates, Valbonne & Bordeaux). 
 
4.1.1.8. Homo sapiens 
Nous avons accès à des ADN génomiques humains, ainsi qu’à des tissus, dont nous 
pouvons extraire les ARN, par l’intermédiaire de l’hôpital Edouard Herriot de Lyon et le 
National Research Specimen Bank (Los Angeles, USA). Nous pouvons également obtenir des 
tissus centraux de patients parkinsoniens et sains de la cérébrothèque de la Pitié-Salpétrière à 
Paris. 
 
4.1.2. Les modèles animaux expérimentaux adaptés à l’étude de gènes et 
pathologies spécifiques des Primates  
On dénombre un certain nombre de pathologies spécifiques des Primates, ou même de 
l’Homme seul. Il s’agit en particulier de maladies neurodégénératives. Parmi elles, la maladie 
de Parkinson n’affecte à l’état naturel que l’espèce humaine et ne présente aucun équivalent 
dans d’autres espèces. L’étude de cette pathologie, dont la prévalence augmente avec 
l’espérance de vie, requiert le développement de modèles animaux appropriés. 
 
4.1.2.1. Description de la maladie de Parkinson 
La maladie de Parkinson est la deuxième pathologie neurodégénérative la plus 
fréquente et affecte, selon les estimations, 1 à 2% de la population des plus de 65 ans. Elle se 
manifeste par une bradykinésie, des tremblements, une rigidité et des réflexes posturaux 
anormaux. Lorsque les symptômes apparaissent, une large proportion (50 à 70%) des 
neurones dopaminergiques de la partie compacte de la substance noire est déjà détruite. La 
synthèse et la libération de dopamine sont alors nettement réduites. La formation de corps de 
Lewy dans les neurones dopaminergiques survivants signe la pathologie de Parkinson. Il 
s’agit d’inclusions intracytoplasmiques composées essentiellement d’ubiquitine et d’α-
synucléine, mais aussi de parkine (Orth and Tabrizi, 2003). 
Des facteurs génétiques et environnementaux sont identifiés qui pourraient participer 
au développement de la maladie. Différentes mutations, affectant les gènes de l’ubiquitine, de 
l’α-synucléine, de la parkine et DJ-1, ont été isolées dans des cas familiaux de la maladie de 
Parkinson. Les toxines environnementales impliquées dans le développement de la maladie 




1,2,3,6 tétrahydropyrimidine (MPTP). Il apparaît clairement que la maladie de Parkinson est 
une pathologie hétérogène, dont l’étiologie est complexe et multifactorielle. L’administration 
de L-dopa ou d’agonistes dopaminergiques en substitution de la dopamine permet de faire 
disparaître les symptômes mais ne freine pas la progression de la maladie. 
L’utilisation de modèles animaux est nécessaire à la compréhension de la pathologie 
afin de pouvoir la dépister plus précocement et la traiter de façon appropriée. De tels modèles 
doivent reproduire les paramètres cliniques et pathologiques caractéristiques de la maladie de 
Parkinson, et en particulier des troubles de la locomotion sensibles à la L-dopa, une perte de 
neurones dopaminergiques progressive et chronique, et des inclusions semblables aux corps 
de Lewy (Orth and Tabrizi, 2003). 
 
4.1.2.2. Modèles expérimentaux 
4.1.2.2.1. Modèles génétiques 
Des souris déficientes (knock-out) pour, respectivement, les gènes de l’α-synucléine et 
de la parkine ont été développées. Les premières ne présentent aucun symptôme objectif de la 
maladie de Parkinson. Leur développement est normal et elles sont absolument fertiles. Seul 
le contenu en dopamine dans le striatum distingue ces souris déficientes de souris sauvages, 
ainsi que le comportement locomoteur en réponse à des stimuli chimiques (administration 
d’amphétamine) et électriques. Ceci suggère que l’α-synucléine n’est indispensable ni pour le 
développement du cerveau murin, ni pour le fonctionnement des neurones dopaminergiques. 
Elle pourrait cependant intervenir dans la libération de dopamine. Des souris déficientes pour 
la parkine ont été récemment décrites. Elles sont viables et ne présentent, de façon 
surprenante, aucun phénotype pathologique. Cela pourrait résulter d’adaptations 
développementales compensatrices, si bien qu’il a été proposé que des souris pour lesquelles 
le gène de la parkine ne serait éteint qu’après la naissance pourraient présenter un phénotype 
plus sévère (Orth and Tabrizi, 2003). 
Des lignées de souris transgéniques ont été établies pour tenter de modéliser le 
développement de la maladie de Parkinson. Les souris exprimant le gène sauvage de l’α-
synucléine humain développent des inclusions cytoplasmiques et nucléaires dans les neurones 
du néocortex, du bulbe olfactif, de l’hippocampe et de la substance noire. Les analyses 
cliniques ont révélé des déficits de performance dans les tests d’équilibre chez ces souris 
âgées d’un an et surexprimant l’α-synucléine. Dans ce modèle, certaines caractéristiques de la 




absentes (mort de neurones dopaminergiques de la substance noire, fibrilles des corps de 
Lewy, localisation atypique des inclusions dans le noyau cellulaire) (Orth and Tabrizi, 2003). 
Ces modèles génétiques de la maladie de Parkinson  permettent donc d’inférer le rôle 
des gènes dont l’expression est modifiée dans le développement de la pathologie. Ils ne 
constituent en revanche pas de bons modèles pour l’étude de la maladie dans son ensemble. 
 
4.1.2.2.2. Modèles toxicologiques 
Il existe trois modèles toxicologiques principaux de la maladie de Parkinson : 
l’administration de 6-hydroxydopamine (6-OHDA), de MPTP ou de roténone. Tous trois 
impliquent une mort des neurones dopaminergiques. 
Dans le premier modèle toxicologique, l’injection directe, souvent unilatérale, de 6-
OHDA dans la substance noire, essentiellement à des Rongeurs, induit un déficit moteur 
quantifiable, mais les corps de Lewy ne sont pas observables et on constate une atteinte non-
spécifique, induite par la toxine, des neurones voisins. Ce modèle a été très utile et utilisé pour 
les études pharmacologiques, mais ne présente pas certaines des caractéristiques 
fondamentales de la maladie de Parkinson (Orth and Tabrizi, 2003). 
 Des rats perfusés quotidiennement avec de la roténone, un inhibiteur potentiel du 
complexe I de la chaîne respiratoire mitochondriale, développent une hyperkinésie, une 
instabilité posturale, une démarche hésitante et des tremblements des membres. Ces 
symptômes sont tous corrélés avec le degré de dégénérescence des neurones dopaminergiques 
nigro-striataux. On observe en microscopie des inclusions cytoplasmiques semblables aux 
corps de Lewy. En revanche, moins de la moitié des animaux traités à la roténone développent 
effectivement ces lésions (Orth and Tabrizi, 2003). 
 Des cas de maladie de Parkinson ont été rapportés chez des toxicomanes dont la 
drogue aurait été contaminée par du MPTP, un inhibiteur du complexe I de la chaîne 
respiratoire mitochondriale. Des modèles murin et de Primate de la maladie utilisant cette 
neurotoxine ont alors été développés. Chez les Primates non-humains, le MPTP induit des 
tremblements, une rigidité, une akinésie et une instabilité posturale, symptômes qui 
disparaissent tous lors de l’administration de L-dopa ou d’agonistes dopaminergiques.  Les 
neurones dopaminergique sont détruits sélectivement dans certaines aires cérébrales, dont la 
substance noire, conformément à l’idiopathie de la maladie de Parkinson. Néanmoins, la 
pathologie déclenchée par un traitement aigu au MPTP n’induit pas le développement de 




pallier à ce défaut. Le modèle MPTP représente ainsi le modèle de maladie de Parkinson le 
mieux caractérisé et répond à l’ensemble des critères d’un bon modèle de cette pathologie, à 
l’exception de la formation d’inclusions (Orth and Tabrizi, 2003). 
 Nous avons accès, dans le cadre de nos études, et en collaboration avec l’équipe 
d’Erwan Bézard (CNRS, UMR 5543, Bordeaux), à des macaques crabiers traités au MPTP de 
façon chronique, pendant 6, 12 ou 15 jours et sacrifiés après 6, 12 et 25 jours respectivement. 
Ceci permet d’observer les modifications phénotypiques et moléculaires se produisant au 
cours de la maladie, et notamment lors de la phase asymptomatique. 
 
Ce type de pathologies, spécifiques des Primates ou de l’Homme, pourrait en outre 
être déterminé, au moins partiellement, par des gènes jeunes, présents uniquement dans ces 
espèces. L’étude de leurs structures, de leur évolution et éventuellement de leurs fonctions et 
implication dans des pathologies spécifiques pourrait ainsi constituer une clé de la 
compréhension des spécificités des Primates et de l’Homme. 
 
 
4.2.  Les gènes chimériques Primates-spécifiques 
Je me suis intéressée au cours de ma thèse à deux familles de gènes spécifiques des 
Primates. Pour l’une d’entre elle, la famille des gènes PMCHL, le gène ancestral (de la MCH 
ou Melanin Concentrating Hormone) était largement étudié au laboratoire et un modèle 
d’apparition des gènes chimériques était proposé. La deuxième famille de gènes à avoir retenu 
mon attention est la famille des gènes GUSL, dérivés du gène de la β-Glucuronidase. Leur 
caractérisation était alors tout à fait préliminaire. 
 
4.2.1. Le système MCH et les gènes PMCHL 
4.2.1.1. Le système à MCH 
En 1983, Kawachi, Baker et leurs collaborateurs identifiaient chez le saumon la 
Melanin Concentrating Hormone (MCH), un peptide cyclique de 17 acides aminés impliqué 
dans la pigmentation de la peau des poissons téléostéens. La structure génique en déterminant 
la séquence a ensuite été finement disséquée chez les poissons et les mammifères, avant qu’un 
retour aux fonctions du neuropeptide soit opéré. Seules les données relatives au système à 







Figure 4.2.1.1.1.a   Le système MCH : gène, ARNm et précurseur peptidique 
Les structures géniques de l’homme (en haut) et du rat sont présentées, ainsi que les 
correspondances entre exons et peptides synthétisés : NGE Neuropeptide Glycine(G)-
Glutamic Acid (E), NEI Neuropeptide Glutamic acid (E)-Isoleucine (I) et MCH Melanin 









Figure 4.2.1.1.1.b   Le locus MCH/AROM 
Le gène MCH compte trois exons (notés I à III). Sur le brin opposé se trouve le gène 
AROM Antisense RNA Overlapping MCH gene, dont le douzième exon, parfois transcrit, 
couvre l’ensemble de la région trancrite du gène MCH. CS1 à CS5 : Cap sites 1 à 5, polyA 1 à 
poly A 3 : sites de polyadénylation 1 à 3. L’un des transcrits principaux est présenté. Il est. 
non épissé et recouvre les exons II et III ainsi que les régions introniques et régulatrices 





4.2.1.1.1. Le locus MCH : gènes en présence et messagers produits 
Le gène codant pour la MCH est composée de trois exons et deux introns. Chez 
l’Homme, le gène est localisé sur le chromosome 12q24.1 (Pedeutour et al., 1994; Viale et al., 
1997) et s’étend sur environ 1,4kb. Le premier exon couvre la région 5’ non traduite de 
l’ARN messager et la partie N-terminale du précurseur peptidique, incluant le peptide signal 
qui permet l’adressage à la voie de sécrétion. Le deuxième exon comprend les séquences 
codant pour les peptides putatifs NGE (pour Neuropeptide Glycine(G)-Glutamic Acid (E)) et 
NEI (Neuropeptide Glutamic acid (E)-Isoleucine (I)), ainsi que pour les trois premiers acides 
aminés de la MCH. Le reste de la séquence codant pour le neuropeptide MCH et la région 3’ 
non traduite sont portées par l’exon III  (cf Figure 4.2.1.1.1.a). 
Au cours de l’étude de la séquence et de l’expression ribonucléique du gène de la 
Melanin Concentrating Hormone, une nouvelle unité de transcription associée a été mise en 
évidence. La caractérisation fonctionnelle d’ARNm longs reconnus par une sonde radioactive 
correspondant au cDNA MCH a permis la découverte de l’existence de messagers antisens 
« naturels » transcrits à partir de la région génomique complémentaire au gène MCH. Ce 
nouveau gène a été nommé AROM pour Antisense-RNA-Overlapping-MCH (Borsu et al., 
2000). Deux classes principales d’ARN messagers sont exprimées : des messagers non épissés 
recouvrant les exons II et III ainsi que les régions introniques et régulatrices flanquantes du 
gène MCH, et des messagers alternativement épissés codant pour des protéines liant les acides 
nucléiques et complémentaires de la région 3’ flanquante du gène MCH (cf Figure 
4.2.1.1.1.b). 
 
4.2.1.1.2. L’hormone de mélanoconcentration : structure, expression et 
fonctions 
La traduction du gène MCH donne naissance à la pré-pro-MCH, qui devient pro-MCH 
après clivage du peptide signal. Les peptides issus du précurseur pro-MCH par maturation et 
clivages au niveau de doublets d’acides aminés basiques sont essentiellement, dans le cerveau 
de mammifère, la MCH mature et le peptide NEI amidé (Bittencourt et al., 1992; Nahon et al., 
1989; Viale et al., 1999) (cf Figure 4.2.1.1.2.a). La MCH est un peptide cyclique très conservé 
chez les Vertébrés. Il compte 19 acides aminés chez les Mammifères et présente une forte 
similarité structurale avec le peptide des Poissons, à l’exception d’une extension N-terminale 












Figure 4.2.1.1.2.a   Synthèse de l’hormone de mélanoconcentration 
 Le messager du gène MCH compte 752 nucléotides, dont 495 sont traduits. Le 
Précurseur peptidique ainsi synthétisé comporte un peptide signal, un prodomaine et trois 
peptides libérés par clivage. Le peptide principal est la Melanin Concentrating Hormone, un 










Figure 4.2.1.1.2.b   Expression de la MCH et de son récepteur 
Section sagittale de cerveau de rat figurant la distribution des neurones à MCH ainsi 
que leurs projections. L’expression transcriptionnelle du récepteur MCH-R1 est également 
indiquée. Les points noirs représentent les corps cellulaires des neurones à MCH et les lignes 
correspondent aux fibres. De forts, moyens et faibles niveaux d’expression du récepteur 
MCH-R1 sont figurés en gris foncé et clair et en blanc, respectivement.  
Acb noyau accumbens, Amy Amygdale, Amb Noyau ambigu, AP Glande adéno-pituitaire, 
Arc Noyau arqué, C cervelet, Cx Cortex, CC corps calleux, CPut Caudé Putamen, DMH 
Hypothalamus dorso-médian, Hi Hippocampe, LC Locus coeruleus, ME Eminence médiane, 
NST Noyau de la strie terminale, OB Bulbe olfactif, PAG Substance grise péri-aqueducale, 





La population neuronale exprimant la MCH chez les Mammifères est principalement 
confinée à l’hypothalamus dorso-latéral et à la zona incerta, tandis que les projections 
touchent de multiples aires cérébrales, du bulbe olfactif à la mœlle épinière, à l’exception 
notoire du cervelet, de l’éminence médiane externe et de la glande pituitaire. De petits 
groupes de neurones exprimant la MCH sont cependant également identifiés dans des aires 
extrahypothalamiques telles que le tubercule olfactif et le tegmentum du pont (Bittencourt et 
al., 1992) (cf Figure 4.2.1.1.2.b). Enfin, la MCH est également sythétisée dans certains tissus 
périphériques (Hervieu and Nahon, 1995). 
Une grande variété de fonctions semble être sous le contrôle de ce neuropeptide, dont 
principalement le comportement alimentaire, l’homéostasie énergétique et la régulation de 
l’axe du stress et des émotions. On observe en effet une nette surexpression des messagers 
MCH chez des souris génétiquement obèses ou après une privation de nourriture (Qu et al., 
1996). Les effets orexigéniques de la Melanin Concentrating Hormone ont ensuite été 
confirmés dans diverses expériences. Ce sont les effets les plus documentés pour ce 
neuropeptide et les données physiologiques (expériences d’injection de peptide), 
pharmacologiques (utilisation d’antagonistes) et génétiques (modèles de souris invalidées 
pour les gènes MCH ou MCHR1, ou surexprimant le gène MCH) concordent parfaitement. Ils 
sont médiés par l’interaction avec le récepteur MCH-R1 (cf Figure 4.2.1.1.2.b). La MCH est 
cependant impliquée dans un certain nombre d’autres fonctions centrales et périphériques, 
telles que la reproduction, la prise hydrique, les soins de toilettage, le comportement agressif, 
la locomotion, le sommeil, l’apprentissage et la constitution de la mémoire (Nahon, 1994; 
Nahon, 2006). 
 
4.2.1.2. Apparition et évolution des gènes PMCHL1 et PMCHL2 
L’émergence de deux gènes chimériques spécifiques des primates a été mise en 
évidence dans le laboratoire de Jean-Louis Nahon (Breton et al., 1993; Pedeutour et al., 1994). 
Nommés PMCHL1 (Pro Melanin Concentrating Hormone Like 1) et PMCHL2 (Pro Melanin 
Concentrating Hormone Like 2) du fait de leur homologie partielle avec le gène MCH 
authentique, ils se localisent respectivement sur les chromosomes 5p14.3 et 5q13.3 humains 
(Viale et al., 2000) (cf Figure 4.2.1.2.a). Ils sont exclusivement présents dans des génomes de 











Figure 4.2.1.2.a   Localisations chromosomiques des gènes MCH et PMCHL 
Le gène MCH se situe sur le chromosome 12q23 chez l’Homme, tandis que les gènes 
qui en sont dérivés, PMCHL1 et PMCHL2, se trouvent sur un autre chromosome. On les 








Figure 4.2.1.2.b   Modèle de rétroposition du messager MCH antisens 
(A) Structures exon/intron des gènes MCH, AROM et PMCHL1. Les brins d’ADN 
sens et antisens sont figurés pour les loci MCH/AROM et PMCHL. CS 1-5 Cap sites 1-5 du 
gène AROM, polyA 1-3 sites de polyadénylation 1-3 du gène AROM. D’après (Borsu et al., 
2000). (B) Modèles de création des gènes MCH variants par rétroposition d’un ARNm 










Figure 4.2.1.2.c   Exaptation et création d’exons 
Modèle proposé d’émergence des gènes chimériques PMCHL1 et PMCHL2 au cours 
de l’évolution des Primates. Une séquence dérivée de la MCH a été rétrotransposée sur le 
chromosome 5p au moment de la divergence des Catarhiniens. Les bornes exon/intron et les 
signaux de polyadénylation ont été créés ensuite par mutation avant la divergence des 
Hylobatidés. Un évènement de duplication a ensuite conduit à la distribution de PMCHL1 et 
PMCHL2 sur les chromosomes 5p et 5q.  Les sites de polyadénylation sont indiqués par de 




Des études de séquençage et d’hybridation fluorescente in situ ont été réalisées afin de 
comprendre les modalités de la création et de l’évolution des gènes PMCHL1 et PMCHL2. Il 
a ainsi été établi que trois types d’évènements génétiques étaient associés à l’émergence de 
ces gènes (cf Figure 4.2.1.2.b).  
D’abord s’est produite la transposition d’une copie des exons II et III, et de l’intron les 
séparant, du gène MCH authentique sur l’équivalent du chromosome 5p chez l’ancêtre des 
Catarhiniens, il y a environ 30 millions d’années. L’identification d’une série d’adénosines à 
la fin de la séquence dérivée du gène MCH, qui coïncide exactement avec l’un des sites de 
polyadénylation des ARN messagers du gène AROM, antisens naturel du gène MCH, ainsi 
que la coïncidence entre l’extrémité 5’ de la séquence insérée et un cap site du gène AROM, 
suggèrent que cette séquence a probablement été insérée sur l’ancêtre du chromosome 5p lors 
d’un évènement de rétrotransposition d’un ARNm  AROM (Courseaux and Nahon, 2001). 
Puis il y aurait eu troncation de l’exon II, transposition de sa partie 5’ en aval de l’exon III 
variant et en orientation inverse (Viale et al., 2000), et accumulation de mutations avant la 
divergence des Hominoïdes. C’est à la même période qu’une séquence Alu aurait été insérée 
en aval des séquences dérivées de la MCH (Viale et al., 2000). Enfin, le  gène variant 
PMCHL1 a été dupliqué pour créer PMCHL2 chez les Hominidés et Pongidés, il y a environ 
10 millions d’années (Viale et al., 1998a).  
 
Chez l’Homme des transcrits des gènes PMCHL ont été identifiés dans le cervelet, 
l’hippocampe et le cortex et semblent absents de l’hypothalamus d’individus adultes humains, 
où le gène ancestral MCH est, lui, fortement exprimé (Viale et al., 2000; Viale et al., 1998b). 
Des études ultérieures ont mis en évidence la présence de messagers sens, parfois épissés de 
multiples façons alternatives, mais également d’ARNm antisens du gène PMCHL1, dont les 
extrémités 5’ et 3’ ont été caractérisées dans le cerveau humain (Courseaux and Nahon, 2001; 
Viale et al., 2000). Ces données d’expression indiquent en outre que les séquences rétroposées 
dérivées de la MCH ont recruté des séquences présentes au site d’insertion, et possédant, ou 
ayant acquis de façon fortuite, une capacité transcriptionelle ou de régulation. Une structure 
chimérique a ainsi été créée par rétroposition, exaptation de séquences et brassage d’exons 
(Courseaux and Nahon, 2001; Nahon, 2003) (cf Figure 4.2.1.2.c). 
 
Ainsi, les gènes PMCHL présentent toutes les caractéristiques attendues de gènes « en 




Catarhiniens, ils sont faiblement exprimés, limitant ainsi les effets délétères de mutations 
dominantes et enfin, leur profil d’expression n’est pas ubiquitaire, mais clairement distinct de 
celui du gène ancestral MCH (Viale et al., 2000; Viale et al., 1998a). L’accumulation de 
mutations, dont certaines ont notamment favorisé l’apparition de séquences reconnues par la 
machinerie d’épissage, renforce cette hypothèse (Courseaux and Nahon, 2001). Il semblerait 
néanmoins que les gènes PMCHL soient mieux conservés dans la lignée des Hominidés, ce 
qui pourrait indiquer l’apparition d’une contrainte sélective et donc probablement d’un rôle 
émergent de ces gènes (Courseaux and Nahon, 2001). 
 
4.2.2. Données préliminaires sur les gènes dérivant de la béta-glucuronidase 
Au cours de l’analyse du locus SMA (Spinal Muscular Atrophy), sur le chromosome 
5q13 humain, de nombreux pseudogènes exprimés ont été identifiés. Ces éléments 
génomiques contiennent des cassettes d’exons et introns très similaires à celles de gènes 
fonctionnels distribués sur d’autres chromosomes (Courseaux et al., 2003; Nahon, 2003) (cf 
Figure 4.2.2.a). L’une de ces structures génomiques atypiques a retenu l’attention du 
laboratoire de Jean-Louis Nahon et sa structure, son organisation chromosomique et son 
évolution ont été examinées. Il s’agit des gènes initialement dénommés Glu 5-10 (Courseaux 
et al., 2003).  
 
Les gènes Glu 5-10, à présent nommés GUSL (GUS-like), présentent de grandes 
similarités avec les exons 5, 9, 10 et les séquences introniques adjacentes, du gène de la β-
Glucuronidase (GUSB), qui est un gène ubiquitaire et très conservé au cours de l’évolution, 
localisé sur le chromosome 7q21 humain (Sargent et al., 1994; Theodosiou et al., 1994). En 
combinant des analyses in silico et d’hybridation fluorescente in situ (FISH), il a été montré 
qu’un certain nombre d’évènements de transposition et de duplication inter- et 
intrachromosomiques a permis la création et l’expansion de cette nouvelle famille de gènes 
(Courseaux et al., 2003).  
Le modèle proposé stipule qu’un évènement de transposition à partir de la région 
chromosomique ancestrale correspondant au chromosome humain 7q21 a conduit à l’insertion 
de Glu 5-10 sur l’équivalent du bras court du chromosome 5 après la divergence des 
Catarhiniens, il y a environ 30 millions d’années. Puis une série de duplications d’un large  
fragment incluant l’élément Glu 5-10 et d’autres exons, provenant d’autres régions 










Figure 4.2.2.a   Colocalisation de séquences dérivées de gènes sur le chromosome 5 
Les signaux d’hybridation obtenus en FISH, avec des sondes spécifiques, sur le 
chromosome 5 humains sont représentés par des points colorés. (bleu) PMCHL, (vert) Glu 5-






Figure 4.2.2.b   Glu 5-10 chez les Primates 
Résumé des résultats d’hybridation in situ obtenus avec une sonde Glu 5-10 chez les 
Primates. Le nombre de points (en blanc, le gène ancestral, en noir, les paralogues dérivés) 
indique l’intensité moyenne du signal observé en un certain locus. Les crochets illustrent les 
synténies entre chromosomes de l’Homme, du Macaque et du Cebus. On présuppose que 
l’homologue du chromosome 7 humain était séparé en deux dans le caryotype de l’ancêtre des 
Mammifères placentaires. Ces deux éléments ont fusionné avant la séparation des 
cercopithécoïdés et des Hominidés (il y a environ 25 millions d’années), puis des inversions 
péri- et paracentriques sont survenues dans la lignée humaine. Les différences de la 
chronologie de l’expansion des séquences paralogues dérivées de GUSB sont matérialisées 
par les pointillés horizontaux. En haut, la première insertion a lieu dans des régions 
péricentromériques des ancêtres des chromosomes 7 et 22. Les phénomènes de 
duplication/expansion sont simultanés de cette insertion et prennent plus ou moins d’ampleur 
selon les lignées. En bas, La première insertion s’effectue dans la région euchromatique de 
l’ancêtre du chromosome 5p. L’expansion est retardée et affecte les homologues des 
chromosomes 5 et 6 humains. HSA Homo sapiens, PTR Pan troglodytes, GGO Gorilla 
gorilla, PPY Pongo pygmaeus, MSY Macacca sylvana, CCA Cebus capucinus. Tiré de 




ce qui a conduit à la distribution actuelle de multiples copies des gènes Glu 5-10 sur différents 
chromosomes. Les différentes copies présentent une grande identité de séquence, et sont 
également très semblables au gène ancestral de la β-Glucuronidase. Elles sont positionnées 
sur le chromosome 5 humain (5p14, 5p13, 5q13, 5q15), mais également sur les chromosomes 
6 (6p11 et 6p21), 22q11 et 7q11.  
Une ébauche de chronologie de l’émergence et de la dispersion des séquences dérivées 
de GUSB peut être proposée suite à l’analyse de la distribution chromosomique dans d’autres 
espèces de primates (cf Figure 4.2.2.b). L’analyse, parcellaire pour des raisons techniques, des 
structures actuelles des paralogues dérivés de GUSB semblerait indiquer que le ou les 
évènement(s) de transposition initiaux a/ont impliqué une grande portion du gène GUSB, dont 
une/des partie(s) a/ont ensuite été délétée(s). Une copie ainsi transposée dans une région 
péricentromérique a ensuite rapidement été utilisée comme source pour d’autres évènements 
de transposition/duplication chez les Primates. La copie initiale dérivée de GUSB et 
positionnée sur l’ancêtre du chromosome 5p humain a en revanche connu une période de 
stabilité (sans duplication) de près de 20 millions d’années, suivie de séries de duplications 
dans la lignée des Hominidés dans les 10 derniers millions d’années (Courseaux et al., 2003) 
(cf Figure 4.2.2.b). 
Des transcrits chimériques contenant les exons 5, 9 et 10 dérivés du gène de la β-
Glucuronidase sont identifiés chez l’Homme. Certains comportent également l’exon 11 de 
GUSB. Des exons exogènes au gène de la β-Glucuronidase, uniques ou eux-mêmes répétés 
dans le génome, et mentionnés précédemment pour leur présence au sein du même duplicon, 
sont co-transcrits, ce qui permet de définir ces ARN messagers comme mosaïques (Courseaux 
et al., 2003). 
 
Les mécanismes de transposition et duplication des gènes dérivés de GUSB, ainsi que 
leurs structures exactes et leurs potentiels transcriptionnels précis restent à définir. Cette 
famille de gènes, dont un certain nombre de membres sont apparus très récemment au cours 
de l’histoire des Primates (Courseaux et al., 2003), constitue un modèle tout à fait approprié à 









4.3. Objectifs et plan de travail 
Je me suis attachée au cours de ma thèse à étudier les processus de l’évolution des 
génomes, particulièrement des génomes de primates.  Mon travail s’est alors organisé en trois 
temps, le dernier d’entre eux constituant la thématique centrale de ma thèse. Cette étude 
thématique des gènes chimériques spécifiques des Primates s’est elle-même concentrée sur 
l’étude de deux exemples majeurs. 
 
4.3.1. Evolution du précurseur peptidique de la MCH chez les Mammifères et 
les Poissons 
L’occasion m’a été donnée d’examiner les séquences du précurseur peptidique de la 
MCH dans deux lignées de Vertébrés et d’en déduire une caractéristique évolutive imprévue 
et inédite chez les Mammifères. Ce travail a été intégré dans un article, paru en 2004, relatant 
une analyse comparative de la structure et de l’activité de la MCH des poissons Téléostéens et 
des Mammifères.  
 
4.3.2. Mise en perspective des apports des séquences de génomes entiers de 
Primates 
Afin d’aborder ensuite, et de façon plus précise, les processus évolutifs des génomes 
de Primates, j’ai participé au cours de ma thèse à une étude bibliographique présentant un état 
des lieux des données de séquences génomiques disponibles pour les Primates et des 
connaissances pouvant en être déduites. Ce travail de revue a été publié en 2004. 
 
4.3.3. Etude de famille de gènes chimériques spécifiques des Primates 
Je me suis enfin intéressée à l’étude de la structure, de l’évolution et de l’expression de 
deux familles de gènes spécifiques des Primates.  
 
4.3.3.1. Les gènes PMCHL 
La première d’entre elles est la famille des gènes PMCHL, qui a été étudiée par une 
approche de comparaison d’orthologues. Les résultats obtenus font l’objet d’un article soumis 







4.3.3.2. Les gènes GUSL 
Les gènes GUSL, qui dérivent du gène authentique GUSB, ont été identifiés et 









1. Structure et activité de la Melanin Concentrating Hormone des 
Mammifères et des poissons Téléostéens 
 
J’ai participé, au cours de ma thèse, à une analyse comparative de la structure et de 
l’activité de la MCH des poissons et des mammifères. L’évolution du précurseur peptidique 
de la MCH y a été examinée. Cette étude constitue ainsi, pour cet aspect, une première 
approche de l’évolution des gènes du système à MCH.  
 
 
1.1. Contexte bibliographique 
Le peptide MCH, comme cela a déjà été indiqué, a été initialement découvert par ses 
propriétés d’agrégation des pigments de la peau de saumon (Kawauchi et al., 1983). Il n’y a 
cependant pas d’éléments indiquant que la MCH possède cette propriété chez d’autres espèces 
que les Néoptérygiens, ce qui suggère que cette fonction est apparue et a évolué uniquement 
chez un ancêtre des poissons Téléostéens et Holostéens (Griffond and Baker, 2002). La MCH 
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des Mammifères possède une forte similarité de séquence avec celle du saumon (Vaughan et 
al., 1989). Elle est largement distribuée dans le cerveau et régule un grand nombre de 
fonctions comportementales, notamment de prise alimentaire et de balance énergétique. 
Les efforts initiaux pour caractériser le/les récepteur(s) à la MCH, que ce soit chez les 
Poissons ou chez les Mammifères, ont pâti du manque de tests de liaison appropriés, ainsi que 
de la forte hydrophobicité du peptide MCH et de sa haute sensibilité à la dégradation 
(Schlumberger et al., 2002b).  
Le premier récepteur à la MCH, le MCH-R1, a été découvert par une stratégie de 
pharmacologie inverse (Chambers et al., 1999; Saito et al., 1999). Il s’agit d’un variant 
d’épissage d’un récepteur couplé à une protéine G (GPCR) nommé SLC1/GPR24 (Lakaye et 
al., 1998). Les ARNm et protéines MCH-R1 sont exprimés dans le cerveau de rat et de souris, 
de façon concordante avec les projections des neurones à MCH (Hervieu et al., 2000; Kilduff 
and de Lecea, 2001). De récentes expériences d’inactivation du gène du récepteur MCH-R1 
chez la souris (Chen et al., 2002; Marsh et al., 2002) et d’administration d’antagonistes non-
peptidiques bloquant spécifiquement le récepteur MCH-R1 chez le rat (Borowsky et al., 2002; 
Takekawa et al., 2002) confirment l’implication de ce récepteur dans la régulation de 
l’homéostasie énergétique. Le couplage de ce récepteur à de multiples protéines G (Gi, Go, 
Gq) est désormais bien établi dans les modèles de cellules transfectées. L’inhibition 
subséquente de l’AMP cyclique et l’activation des MAP Kinases ont également été proposées. 
Un second récepteur à la MCH, nommé MCH-R2, a été identifié chez l’homme par des études 
in silico (Mori et al., 2001). MCH-R2 semble également exister chez les Poissons (Logan et 
al., 2003), mais est absent chez les Rongeurs (Tan et al., 2002). Le récepteur MCH-R2 ne 
possède que 38% d’identité de séquence protéique avec MCH-R1 et leurs distributions 
cérébrales diffèrent partiellement. MCH-R2 ne s’associerait en outre qu’avec la protéine Gαq, 
ce qui conduit à une augmentation des niveaux de Ca2+ intracellulaire. L’importance 
fonctionnelle de ce deuxième récepteur reste méconnue. 
De façon paradoxale, la structure et la signalisation du/des récepteur(s) de Poissons n’ont 
été que peu étudiées. Les récepteurs orthologues à MCH-R1 et MCH-R2 sont nommés mchr1 
et mchr2, respectivement, chez le zebrafish et le Fugu, où ils ont été identifiés par exploitation 
des données de génomes. Très peu d’informations relatives aux voies de signalisation activées 
par les récepteurs à la MCH de Poissons sont disponibles. L’activation d’une protéine kinase 
C (Abrao et al., 1991) et l’inhibition de l’activité de l’adénylate cyclase (Oshima et al., 2001; 





1.2. Principaux résultats  
1.2.1. Evolution de la pro-MCH 
L’amplification et le séquençage des gènes MCH de Rongeurs et de Primates met en 
évidence une totale conservation de la structure intron/exon.  
Au sein des Mammifères, les peptides MCH et NEI sont parfaitement conservés, ce 
qui suggère une contrainte fonctionnelle importante. De façon plus surprenante, le 
prodomaine est lui-même hautement conservé. Chez les Poissons téléostéens, la conservation 
du peptide MCH est également quasi totale, quelques acides aminés des extrémités différant 
cependant. En revanche, aucune conservation du Mgrp, homologue au NEI des mammifères, 
n’est observée. Il en va de même pour le propeptide. 
Ainsi, bien que possédant des dates de divergence similaires, les phylums des 
poissons Clupéocéphales et des Mammifères présentent de grandes disparités de conservation 
du prodomaine du peptide MCH, ce qui suggère une contrainte structurale largement plus 
importante chez les Mammifères. Ce phénomène peut en outre, d’après nos données, 
également être généralisé à d’autres neuropeptides. Dans la mesure où aucune différence 
fondamentale entre poissons et mammifères n’est décrite pour l’adressage et la maturation des 
peptides en général, il n’existe pas d’explication simple pour une telle différence des taux 
d’évolution. Cependant, les différences fonctionnelles entre la MCH des Poissons et celle des 
Mammifères, accompagnant le passage d’un rôle principalement endocrine à un système 
essentiellement neuronal, pourraient s’accompagner de différences, lignée-spécifiques, de 
régulation du pro-domaine. 
 
1.2.2. Activité de la MCH chez les Poissons  
Un test permettant de mesurer l’activité d’agrégation de pigments de la MCH a été 
développé par Bruno Cardinaud au laboratoire. Il s’agit de mesurer la densité moyenne (en 
pixel) d’un patch de peau d’anguille dans différentes conditions (avant et après traitement à la 
MCH ou d’autres agents).  
On observe ainsi une réponse maximale pour 10 nM de MCH et la valeur EC50 est 
obtenue à 0,5 nM de MCH. L’allure de la courbe dose-réponse exclut en outre, chez 
l’anguille, l’existence d’un récepteur de basse affinité responsable d’un effet dispersant (cf 
Figure 3B de (Cardinaud et al., 2004)).  
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De précédentes études basées sur l’analyse des mélanophores de poisson et 
l’utilisation d’analogues de la MCH de poisson indiquent que l’activité peptidique dépend 
essentiellement du noyau cyclique. Chez les mammifères, le rôle crucial de l’Arg6 
(correspondant à l’Arg4 de la MCH de poisson) a été démontré dans des études de structure-
activité et de liaison aux récepteurs MCH-R1 et MCH-R2. Les capacités de la MCH de 
mammifère, de la MCH de saumon, de la MCH [Phe13, Tyr19] et de la MCH6-17 à induire 
l’agrégation des mélanosomes ont été évaluées dans notre test. Il apparaît à l’issue de ces tests 
et de l’analyse de leurs résultats qu’il est encore impossible de savoir si le récepteur à la MCH 
de la peau d’anguille est un homologue fonctionnel de MCH-R1 ou de MCH-R2. La structure 
minimale pour l’activité de la MCH sur son/ses récepteur(s) est cependant la même chez les 
poissons et les mammifères (il s’agit de la MCH6-17 cyclique), en dépit des centaines de 
millions d’années d’évolution qui les séparent. 
Différentes voies de signalisation sont impliquées dans le mouvement des 
chromatophores. Les voies de l’AMP cyclique, de l’IP3/diacylglycérol, des MAP kinases et 
des phosphoinositide 3-kinases semblent cruciales pour le contrôle de ce mouvement de 
pigments. Nous confirmons que la MCH est capable de réduire les niveaux d’AMPc dans les 
patchs de peau d’anguille. Cette régulation serait indépendante des protéines de type Gαi 
canoniques, mais pourrait impliquer l’activation de phosphodiestérases. 
 
 
1.3. Article publié 
Ce travail, présenté page suivante, a été publié dans Peptides en Septembre 2004.  
Mon implication personnelle dans ce travail s’est concentrée sur les analyses des 
séquences des précurseurs peptidiques de la MCH dans les différentes espèces et leur 





























2. Données de séquençages de génomes entiers de Primates 
 
Afin de mieux appréhender les connaissances disponibles sur les génomes de primates 
pour les utiliser de façon pertinente et rigoureuse dans nos études, j’ai participé à la rédaction 
d’un travail de revue du génome de Chimpanzé commun Pan troglodytes. Expériences du 
laboratoire et données bibliographiques ont ainsi été réunies, détaillant l’état du séquençage 
du génome de Chimpanzé, mais également les relations phylogénétiques le liant/distançant de 
l’Homme et les modifications phénotypiques correspondantes.  
 
 
2.1. Principaux aspects abordés 
Le séquençage de génomes de Primates, et notamment celui du Chimpanzé, devrait 
fournir des données comparables aux séquences humaines. L’émergence de fonctions propres 
aux Hominidés, telles que les fonctions cognitives les plus élaborées, pourra ainsi être 
examinée d’un point de vue génétique. 
L’analyse bibliographique que nous avons réalisée permet de mettre en évidence la 
nécessité de pouvoir comparer les séquences et chromosomes homologues. Le moment de la 
divergence des Hominidés, désormais estimée à moins de 6,2 millions d’années, peut ainsi 
être précisé. Les contraintes fonctionnelles, portant sur les séquences codant pour une 
protéine, mais aussi sur les autres types de séquences, ont été passées en revue. D’éventuelles 
pressions de sélection positive ont été décrites. D’autres contraintes ou accélérations de 
l’évolution devraient être mises en lumière au cours de l’analyse comparative des génomes de 
Mammifères et en particulier de Primates.  
L’impact des duplications segmentaires a été décrit précédemment. On peut penser que 
leur implication éventuelle dans la création de gènes spécifiques de l’espèce humaine pourra 
être déduite de la comparaison des génomes. De même, la connaissance du rôle de ces 
duplications dans l’établissement de barrières de spéciation en est à ses prémices mais prendra 
de l’ampleur avec ces nouvelles données.  
Les comparaisons de transcriptomes devraient également être facilitées par ces données de 
séquençage. Un modèle finalement « neutraliste » de l’expression génique relative dans les 
cerveaux de l’Homme et des autres Primates a ainsi d’ores et déjà pu être proposé. 
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2.2. Revue publiée 
Ce travail de revue à été publié dans le Vivant, journal français en ligne abordant 
« l’actualité des sciences et [les] débats sur le vivant », en décembre 2004. Il concourt à une 
meilleure compréhension des génomes de primates et de leur évolution. 
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3. Etudes de familles de gènes chimériques spécifiques des Primates 
 
3.1. Etude des gènes orthologues de la famille PMCHL 
 
La première des familles de gènes spécifiques des Primates à avoir retenu notre 
attention a été la famille des gènes PMCHL. Leurs séquences et profils d’expression ont été 
analysés chez différentes espèces ; les modèles d’évolution ont ainsi été déduits de l’étude de 
gènes orthologues.  
 
3.1.1. Principaux résultats 
3.1.1.1. Analyse structurale des gènes PMCHL 
Au cours de ce travail, nous avons établi la structure des gènes PMCHL1 et PMCHL2 
ainsi que l’organisation régionale de leurs loci sur le chromosome 5. Les limites du duplicon 
ont été précisées. Il correspond à un fragment de 92 kb comprenant essentiellement la partie 
5’ du troisième intron de la Brain-Cadhérine, sans qu’aucune séquence particulière ne puisse 
être identifiée à ses bornes. La structure fine des gènes PMCHL a ensuite été analysée. Il est 
apparu que la séquence Alu présente dans l’exon 2 est de type Alu Sg, contrairement à ce qui 
était supposé jusqu’alors. Un noyau dense en fragments de séquences répétées a pu être mis 
en évidence dans le troisième intron, et il a été proposé qu’il contribue à l’instabilité de ces 
gènes. On observe également l’apparition de mutations spécifiques de lignées particulières. 
L’obtention et l’analyse des séquences des gènes PMCHL de sept espèces de Primates 
ont permis de préciser la structure fine de ces gènes et leur évolution. La concomitance de 
l’insertion de l’élément Alu Sg et de l’évènement de rétroposition a été ainsi documentée : ces 
deux processus remontent à il y a au plus 35 millions d’années. Des analyses phylogénétiques 
indiquent plus précisément que la rétrotransposition a eu lieu très rapidement après la 
divergence des Platyrhiniens et des Catarhiniens, soit il y à 30 à 35 millions d’années. 
Un algorithme spécifique a ensuite été développé afin de mesurer la variabilité 
nucléotidique de séquences non codantes pour des protéines. Ce nouvel outil permet de mettre 
en évidence des régions particulières du gène PMCHL1 présentant une hypervariabilité ou 
une contrainte forte apparentes. Des taux de mutations variables le long des séquences et entre 
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les différentes espèces ont ainsi été documentés. La majorité des régions concernées contient 
des insertions/délétions. 
 
3.1.1.2. Expression des gènes PMCHL chez l’Homme et le Macaque crabier 
L’étude des transcrits épissés des gènes PMCHL humains a permis de les caractériser 
et d’en estimer l’abondance relative. Un nouvel exon et de nouveaux épissages alternatifs ont 
alors été mis en évidence.  
L’expression des transcrits des gènes PMCHL a ensuite été comparée dans les 
cerveaux de l’Homme et du Macaque. Des messagers non épissés couvrant les exons 1-2 ou 
4-5 ont été détectés dans les cortex des deux espèces, tandis que seuls les messagers 
comprenant les exons 4-5 sont identifiés dans leurs cervelets (cf Figure 5 de « Evolutionnary 
variations in structure and brain expression of the PMCHL1 gene in macaque and human », 
Fleur DARRE-TOULEMONDE, Alain CORINUS, Audrey DELERUE-AUDEGOND, 
Richard CHRISTEN and Jean-Louis NAHON, soumis à Molecular Biology and Evolution). 
Cela suggère que deux unités de transcription distinctes produisent ces deux types de 
messagers, mais de façon identique chez l’Homme et le Macaque. Ceci renforce le choix du 
macaque comme modèle in vivo de primate non humain pour nos études ultérieures. 
Au cours de la recherche des sites d’initiation de la transcription des messagers 
comprenant les exons 1 et 2, il est apparu que ces sites différaient dans les deux espèces. 
D’après des expériences de RACE-PCR, réalisées précédemment (Viale et al., 2000), et de 
RT-PCR, présentées dans l’article, un cap site majeur du gène PMCHL1 se positionne chez 
l’Homme près du site d’insertion de la séquence dérivée du gène MCH. Chez le Macaque 
crabier, des ARN messagers comprenant les exons 1 et 2 débutent au moins 2,5 kb (voire 
jusqu’à 7 kb) en amont du site d’insertion de la séquence rétroposée. Les régions promotrices 
de l’unité de transcription PMCHL1 ont donc divergé entre ces deux espèces. 
 
3.1.2. Article soumis 
Ce travail a été effectué en collaboration avec Richard Christen (Laboratoire de 
Biologie Virtuelle, CNRS, Nice), qui a réalisé les analyses phylogénétiques et les mesures de 
variabilité nucléotidique. Il est actuellement soumis au journal Molecular Biology and 
Evolution. 
J’ai personnellement participé au développement de ce projet ainsi qu’à la conception 
et à la rédaction du manuscrit. J’ai réalisé l’ensemble des expériences nécessaires à l’étude 
structurale des gènes PMCHL, à l’exception des analyses réalisées en collaboration, pour 
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lesquelles j’ai cependant fourni l’ensemble des données de séquence. Enfin, j’ai contribué aux 
expériences d’analyse des profils d’expression des gènes PMCHL. J’en ai réalisé la partie 
qualitative (portant sur les messagers épissés) et ai défini les conditions de l’étude quantitative 



























































































3.1.3. Données complémentaires 
3.1.3.1.Tentatives de clonage du gène PMCHL1 humain 
3.1.3.1.1. Objectifs 
J’ai initié un projet de souris Knock-in PMCHL1, dont le génome aurait été ainsi 
enrichi d’un gène spécifique des Primates. Il s’agissait d’insérer, de façon ciblée (au locus 
hprt), dans le génome murin, le gène PMCHL1 humain comprenant une séquence IRES-eGFP 
(pour Internal Ribosome Entry Site – ectopic Green Fluorescent Protein). La souris ainsi 
produite exprimerait la protéine GFP dans les cellules possédant le transcrit PMCHL1. Des 
analyses transcriptionnelle et traductionnelle pourraient alors être menées chez la Souris, ainsi 
que d’éventuelles études comportementales. En outre, la présence d’éléments de type loxP 
aux bornes de l’IRES-eGFP garantirait la possibilité d’exciser cet élément, exogène à 
PMCHL1,  par croisement avec une souris exprimant la recombinase Cre.  
 
3.1.3.1.2. Stratégies et Résultats 
Il s’est d’abord agit de produire le fragment d’ADN comportant le gène PMCHL1 
dans lequel l’IRES-eGFP soit inséré. Ce fragment de grande taille (environ 20 kb 
initialement) devait ensuite être expédié à une société privée (Nucléis) réalisant la transgénèse 
ciblée, par recombinaison homologue au site hprt. 
Au gré des difficultés, différentes approches ont été tentées pour obtenir ce fragment : 
• La première approche consiste à insérer l’IRES-eGFP (de façon ciblée) dans un 
chromosome artificiel bactérien (BAC) contenant PMCHL1, et ce par recombinaison 
homologue en bactérie DY 380 (Copeland et al., 2001). Le fragment d’intérêt sera ensuite 
excisé par l’action d’enzymes de restriction  ou par PCR, si les enzymes compatibles font 
défaut. 
Les bactéries comportant le BAC (incluant le gène PMCHL1) ont d’abord été cultivées, et 
le BAC en a été extrait en quantité par de multiples MiniPrep. Les bactéries 
recombinantes DY380 ont alors été rendues compétentes et ont été transformées avec le 
BAC par électroporation. En parallèle, un fragment loxP-IRES-eGFP-loxP a été amplifié 
par PCR à partir d’un plasmide contenant l’IRES-eGFP et d’amorces flanquées des 
séquences loxP. Ce produit a ensuite été lui-même amplifié avec des oligonucléotides 
présentant des extrémités homologues au site d’insertion choisi au sein de l’exon 2’ de 
PMCHL1. Après avoir été rendues compétentes, les bactéries DY380 contenant le BAC 









Figure 3.1.3.1.2.a   Protocole de clonage de PMCHL1 –loxP-IRES-eGFP-IRES-loxP par 
recombinaison homologue 
Résumé du protocole mis en place pour l’obtention d’un transgène PMCHL1 
comportant un IRES-eGFP excisable par la Cre-recombinase. Il s’agit d’insérer le BAC 
contenant PMCHL1 dans une souche bactérienne favorisant la recombinaison homologue, 










Figure 3.1.3.1.2.b   Protocole de construction de PMCHL1 –loxP-IRES-eGFP-IRES-loxP 
par PCR 
Résumé du deuxième protocole mis en place pour l’obtention d’un transgène 
PMCHL1 comportant un IRES-eGFP excisable par la Cre-recombinase. Il s’agit d’amplifier 
trois fragments par PCR, de les soumettre à une digestion enzymatique puis à une ligation. 
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loxP a été intégré par recombinaison homologue après électroporation (voir Figure 
3.1.3.1.2.a). Après étalement, les clones ont été criblés par hybridation radioactive à partir 
de répliques des boîtes de bactéries. Les clones semblant positifs ont ensuite été remis en 
culture, l’ADN en a été extrait par Mini Prep et leurs séquences ont été analysées par de 
multiples PCR, couvrant différents fragments du gène PMCHL1 mais également le site 
supposé d’insertion de l’IRES-eGFP. Il est malheureusement apparu que dans tous les cas, 
les propriétés recombinantes des bactéries DY380 avaient favorisé des évènements de 
recombinaison non homologue tels que le BAC était totalement remanié. Une autre 
approche, n’impliquant plus cette souche de bactérie et ne reposant plus sur un évènement 
de recombinaison homologue, a donc du être envisagée. 
• La stratégie alors choisie a été celle de la ligation de produits de PCR afin d’obtenir le 
fragment attendu. Trois fragments ont donc été d’abord amplifiés par PCR à partir du 
BAC, qui correspondent respectivement à la région 5’ du gène PMCHL1 (de 2 à 10 kb en 
amont du site d’insertion de la séquence rétroposée dérivée de MCH à l’exon 2’), à 
l’IRES-eGFP flanqué de séquences loxP, et à la région 3’ du gène (de l’exon 2’ jusqu’à 1 
à 7kb en aval de la fin de l’exon 5). Les amorces utilisées présentaient des extrémités 
comportant des sites de restriction, de sorte que chaque fragment a ensuite été digéré par 
des enzymes de restriction telles que le seul produit pouvant apparaître par ligation était le 
produit attendu (gène PMCHL1 incluant le loxP-IRES-eGFP-loxP). La ligation 
simultanée des trois produits s’avérant trop peu efficace, voire inefficace, il a été choisi de 
procéder à une première étape de digestion et de ligation de l’extrémité 3’ du gène 
PMCHL1 avec l’IRES-eGFP (voir Figure 3.1.3.1.2.b). Le produit obtenu devait ensuite 
subir une nouvelle étape de digestion enzymatique, de même que le fragment comprenant 
l’extrémité 5’ de PMCHL1 et une deuxième ligation aurait été réalisée. Mais le produit 
obtenu par ligation l’étant en quantité minime (et d’autant plus après l’indispensable étape 
de purification), l’insertion dans un vecteur de clonage (par TA cloning dans le vecteur 
TOPO XL adapté à l’insertion de produits de PCR de grande taille) et l’électroporation en 
bactéries afin de produire de grandes quantités de plasmides et d’en extraire le fragment 
attendu était incontournable. Les bactéries Top10 puis SURE2 (réputées pour leur très 
faible taux de recombinaison) ont été utilisées, mais dans les deux cas, le fragment de 
gène PMCHL1 a été largement remanié, comme l’ont indiqué les expériences de contrôle 
par PCR et séquençage. Il est ainsi apparu que le gène PMCHL1 était hautement instable 
et remanié en bactéries, et ce quelle que soit la souche bactérienne utilisée.  
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• Une nouvelle approche a alors été définie, qui évite ce passage en bactérie. Elle impose de 
renoncer à l’insertion d’un IRES-eGFP, choix qui a été conforté par la mise en évidence 
de l’abondance de transcrits antisens de PMCHL1, qui n’auraient donc pas conduit à la 
production de la GFP. Il s’agit donc d’amplifier directement par PCR le gène PMCHL1 
(de 3kb en amont de l’exon 1 à la fin de l’exon 5) à partir du BAC et d’en obtenir de 
grandes quantités (1 à 15 µg sont nécessaires pour la transgénèse ciblée). Ce fragment de 
PCR, un fragment obtenu par digestion du BAC (ces deux fragments ayant été 
préalablement manipulés de sorte à présenter des extrémités franches) et le BAC lui-
même ont été fournis à la société Nucleis pour la réalisation de la transgénèse ciblée. 
Cependant, en dépit de nombreuses tentatives (certaines en collaboration avec d’autres 
laboratoires académiques), le remaniement des séquences n’a pu être évité, le passage en 
bactérie étant incontournable dans les phases ultérieures du projet. 
 
Nous avons donc du nous résoudre à l’abandon de ce projet et de l’idée de cloner le gène 
PMCHL1 en bactérie. 
 
3.1.3.1.3. Discussion 
L’ensemble des approches utilisées a donc démontré l’impossibilité d’amplifier ou de 
modifier les séquences PMCHL en bactéries. Les remaniements semblent incontournables. 
Deux questions se posent alors :  
• Comment ces gènes ont-il pu être séquencés à partir de chromosomes artificiels 
bactériens dans le cadre du programme de séquençage du génome humain ? 
• A quoi tiennent ces remaniements ? 
Cette question a été évoquée dans l’article soumis à Molecular Biology and Evolution. Nous 
proposons que la haute densité en fragments de séquences répétées des gènes PMCHL facilite 
les évènements de recombinaison et rend ainsi cette séquence instable. 
 
3.1.3.2. Expression de PMCHL dans un modèle de macaques « parkinsoniens » 
3.1.3.2.1. Objectifs 
Les macaques constituent, comme nous l’avons montré précédemment (dans l’article 
soumis à Molecular Biology and Evolution) un modèle pertinent et disponible pour l’étude 
des gènes spécifiques des primates en général, et de PMCHL1 en particulier, dans la mesure 
où des expériences de distribution des ARNm de ce gène chez l’Homme et le Macaque 
révèlent une certaine conservation du profil d’expression.  
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Parallèlement, le développement d’un modèle de Macaques crabiers (Macaca 
fascicularis) traités de façon chronique au MPTP (en collaboration avec E. Bézard, CNRS, 
UMR 5543) et développant tous les signes de la maladie de Parkinson, constitue une 
opportunité formidable d’étudier les stades précoces de la maladie. Chez l’Homme, la 
pathologie est dépistée en phase terminale, lorsque 80% des neurones dopaminergiques sont 
déjà détruits ; la découverte de marqueurs précoces de la maladie constituerait donc une 
avancée clinique substantielle. Les gènes spécifiques des Primates constituent de bons gènes 
candidats pour la suceptibilité, l’initiation, le développement, la régulation ou l’indication de 
pathologies spécifiques de ces espèces.  
Nous nous sommes donc intéressés à l’expression du gène PMCHL1 chez le macaque 
traité au MPTP aux différents stades (asymptomatique ou symptomatique) de la maladie 
neurodégénérative de Parkinson. J’ai personnellement débuté ce projet, ai mis au point les 
premières conditions expérimentales (PCR et RT spécifiques) et ai obtenu des données 
préliminaires significatives dans le cerveau des Macaques traités et non traités. Ce travail a 
été, depuis, poursuivi au laboratoire. Je présenterai deux séries d’expériences attestant de la 
complexité des régulations du gène PMCHL1. 
 
3.1.3.2.2. Matériels et méthodes 
 
- Traitement chronique au MPTP et tissus disponibles 
Nous disposons, dans le cadre d’une collaboration avec le Dr Erwan Bezard (Bordeaux) 
de différents tissus provenant de macaques (Macaca fascicularis) traités de façon chronique 
au MPTP (Bezard et al., 1997). Les individus traités pendant 6 et 12 jours sont en phase 
présymptomatique du développement de la maladie de Parkinson. Les macaques traités 
pendant 15 jours et prélevés 10 jours après la fin du traitement présentent tous les symptomes 
de la pathologie et en sont sévèrement atteints. 
 
- Extraction des ARN 
Les ARN ont été extraits à partir de ces tissus, conformément à la méthode standard 
guanidium phénol chloroforme (Chomczynski) ou en utilisant l’appareil fastprep (FP220A 
Thermo Instrument, QBiogene). Ils ont ensuite été traités à la RQ1 DNAse selon le protocole 










Oligo orientation séquence 
Température 
d'hybridation 
PMCHL1A F CAATGGGATTATGCTGTCACAA 57°C 
PMCHL4C F TGAGAATGTAAAGAGACCACCTT 58°C 
P1mac F CCTCATTGTCTAAGGAGGAAATGCTAGGG 60°C 
hMCH7 R TTGGTCTAGAGTGTATG 45°C 
PMCHL2B R TGATACATCTTAACACTACTTTCTTTT 56°C 
PMCHL2D R TTTACTGGTTGACTGCACTCTCCTT 62°C 
PMCHL5C R GATGGAGGTAAACCAAGGAGG 60°C 
 
Table 3.1.3.2.2 Oligonucléotides utilisés en RT-PCR  
Lorsque les températures d’hybridation diffèrent entre deux oligonucléotides utilisés 





Les ADN complémentaires ont été synthétisés au cours de la réverse-transcription de 2 à 3 
µg d’ARN total.  La reverse-transcriptase Superscript II a été utilisée selon le protocole du 
fabricant. Les amorces nucléotidiques sont des 15-mer d’oligo-dT ou des amorces spécifiques 
permettant de distinguer les messagers sens et antisens. Les séquences de ces oligonucléotides 
figurent dans la Table 3.1.3.2.2. 
Afin d’être à même de révéler une contamination par l’ADN génomique, la reverse 
transcription est systématiquement également réalisée en absence d’enzyme. 
 
- PCR 
Les oligonucléotides ont été commadés à Eurogentec (Belgique). Leurs séquences, Tm et 
les conditions de PCR figurent dans la Table 3.1.3.2.2. 
2 à 4 µL de reverse-transcription sont utilisés pour la réaction de PCR selon le protocole 
du fabricant (Hotmaster, Eppendorf), dans un volume total de 25 µL. Trente-cinq cycles de 
PCR sont effectués, de la façon suivante : 30 s à 96°C (dénaturation), 30 s à une température 
variable dépendant du Tm des olignucléotides (hybridation), 30 s à 2 min à 72°C (extension). 
Une étape finale de 7 min d’extension à 72°C termine la réaction. 
 
- Southern blot 
Les produits de PCR ont été déposés sur gel d’agarose (1%) contenant du bromure 
d’éthidium (BEt), ont subi une électrophorèse et ont été visualisés sous les UV. Le gel et les 
échantillons déposés sont alors traités et transferrés sur une membrane de cellulose (Biodyne 
A, Polylabo), selon un protocole décrit précédemment (Viale et al., 1998b). Des fragments 
spécifiques marqués au 32P sont préparés selon le protocole du fabricant (Prime-a-gene 
labelling system, Promega) et appliqués à la membrane (5.10-5 dpm.mL-1). Les conditions de 
pré-hybridation, d’hybridation et de lavage ont été décrites par ailleurs (Pedeutour et al., 
1994). L’analyse densitométrique est ensuite effectuée à l’aide du phosphoimager Fujifilm 
(BAS-1500). 
 
3.1.3.2.3. Résultats  
L’expression des ARNm de PMCHL1 a été analysée par RT-PCR sur ARN extraits de 
tissus de macaques traités au MPTP. Des expériences préliminaires, réalisées par Alexandra 
Cervantes, Audrey Delerue et moi-même au laboratoire, ont permis de définir les couples 
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d’amorces. Les résultats obtenus par Alexandra Cervantes, sont présentés dans la Figure 
3.1.3.2.3.  
Les messagers contenant les exons 1 et 2 (couple PMCHL1A/hMCH7) sont exprimés 
dans le cortex préfrontal de macaque quel que soit le traitement administré (aucun, injection 
de saline, ou divers traitements au MPTP). Ils sont en revanche absents, dans nos expériences, 
de l’aire V1 de macaques sains, et présents lorsque les animaux sont traités. Les macaques 
ayant subi des injection de MPTP pendant 12 jours présentent cependant un moindre niveau 
d’expression des messagers 1-2 de PMCHL1, ce qui est mis en évidence par un marquage 
plus faible, voire absent, selon les échantillons, en Southern Blot (cf Figure 3.1.3.2.3). Les 
messagers détectés sont sytématiquement non épissés, et comportent donc l’intron A en plus 
des exons 1 et 2. 
Les messagers contenant les exons 4 et 5 (oligonucléotides PMCHL4C/PMCHL5C) sont 
présents dans toutes les conditions dans l’aire V1 des macaques. Ils ne sont en revanche, et de 
façon notoire, détectés dans le cortex préfrontal que chez les individus non traités au MPTP 
(contrôles ou salins). Une faible expression est également détectée dans cette aire cérébrale  
chez deux des trois macaques traités pendant 12 jours au MPTP (cf Figure 3.1.3.2.3). La taille 
des fragments amplifiés en PCR est compatible avec des messagers non épissés, comprenant 
les exons 4 et 5, mais également l’intron D. 
 
Les études précédentes ayant mis en évidence l’existence de messagers PMCHL1 sens 
et antisens chez l’Homme, nous avons examiné, dans le cortex préfrontal de macaques, 
l’orientation des messagers comportant les exons du gène PMCHL1 détectés précédemment. 
J’ai, pour cela, réalisé des expériences de reverse-transcription spécifique, suivies de PCR et 
Southern Blot.   
Aucun messager sens (RT spécifique avec l’ologonucléotide PMCHL2B dans l’exon 2’) n’est 
détecté dans nos conditions (trois couples de PCR différents) et dans aucun tissu (données non 
présentées). 
Une RT spécifique des antisens a été effectuée avec l’oligonucléotide P1mac (situé en amont 
du site d’insertion du rétroposon MCH) sur les ARN extraits de cortex préfrontal de macaque. 
Elle permet de mettre en évidence des messagers antisens non épissés comportant les exons 1 
et 2 (PCR PMCHL1A/hMCH7) dans des individus traités au MPTP pendant 6 jours (2 
individus sur 5), des individus traités 12 jours (2/5) et des individus traités 15 jours et sacrifiés 
10 jours après la fin du traitement (4/5). Ces ARN messagers ne sont en revanche pas détectés 











Figure 3.1.3.2.3   Expression de messagers PMCHL1 chez des macaques traités au MPTP 
L’expression des messagers PMCHL1 est analysée par RT-PCR sur ARN extraits de 
cortex préfrontal ((A)) ou d’aire visuelle V1 ((B)) de macaques contrôles (C), traités par une 
solution saline (S) ou traités au MPTP pendant 6 ou 12 jours. Enfin, les derniers macaques 
sont traités au MPTP pendant 15 jours et sacrifiés au bout de 25 jours, alors qu’ils présentent 
tous les traits cliniques de la maladie de Parkinson. L’expression est révélée en Southern Blot. 
Les couples d’amplification et la taille du produit obtenu figurent à droite et à gauche des 




3.1.3.2.4. Discussion  
Ces résultats très préliminaires, tant du fait du faible nombre d’individus et d’aires 
étudiés que du choix initial de couples de PCR, mettent en évidence une expression du gène 
PMCHL1 dans le cortex préfrontal (PFC) et l’aire visuelle V1 de macaques traités, ou non, au 
MPTP. Cette expression apparaît en outre être régulée, dans la mesure où nous observons des 
différences selon les aires analysées, les traitements administrés et les fragments amplifiés. 
L’analyse des messagers comprenant respectivement les exons 1 et 2, d’une part, et 4 et 5, 
d’autre part, est particulièrement intéressante. Ces messagers présentent une tissus-sélectivité, 
étant exprimés différentiellement dans le cortex préfrontal et dans l’aire visuelle V1. 
L’expression des messagers comprenant les exons 4 et 5 semble en outre être affectée par le 
traitement au MPTP, puisqu’elle diminue fortement dans le cortex préfrontal des individus 
traités au MPTP, et ce dès 6 jours. Les macaques crabiers (Macaca fascicularis) ayant subi 
ces 6 jours d’injection sont en phase présymptomatique du développement de la maladie de 
Parkinson (Bezard et al., 1997). On peut dès lors spéculer que la diminution de l’expression 
des messagers 1-2 et surtout 4-5 constitue l’un des marqueurs précoces du développement de 
la maladie. Cependant, les causes et conséquences de ce défaut localisé d’expression sont 
absolument inconnues. De plus, la régulation de l’expression, des messagers 1-2 en 
particulier, est similaire chez les macaques traités au MPTP et injectés de solution saline, ce 
qui suggère un effet important du stress. Enfin, ces nouvelles données ne représentent 
malheureusement pas une piste vers une avancée clinique, dans la mesure ou ce marqueur 
putatif ne peut-être détecté qu’à partir de biopsies tissulaires.  
Les données d’expression des messagers sens et antisens représentent elles aussi une 
énigme. L’ensemble de ces données ne permet en effet pas d’expliquer le signal obtenu avec 
les ARN polyadénylés totaux (reverse-transcrits avec un oligo dT) dans le cortex préfrontal de 
macaque. Il faut également signaler que les données extraites des expériences de RT 
spécifique ne sont pas non plus toujours compatibles avec les expériences d’hybridation in 
situ menées sur tranches de cerveau de macaque par Christine Payré et Alain Corinus au 
laboratoire (données non présentées). L’incohérence de ces résultats tient probablement à des 
limitations techniques compromettant la détection des ARN messagers dans l’une ou l’autre 
des conditions. De manière générale, les messagers du gène PMCHL1 sont en effet faiblement 
exprimés et de faibles variations d’efficacité suffisent peut-être à se situer sous le seuil de 
détection. D’autres expériences devront donc être menées afin d’élucider ces différences de 
résultats. Il est cependant intéressant de noter que dans nos conditions, les messagers 
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PMCHL1 les plus aisément détectés dans le cortex préfrontal de macaques traités au MPTP 
sont synthétisés en antisens de la structure classiquement proposée pour le gène. Ceci est à 
mettre en regard du grand nombre de messagers antisens identifiés lors d’une recherche 
systématique de messagers humains. Il est ainsi proposé que la régulation de l’expression des 
gènes par un messager antisens pourrait être un phénomène commun dans les cellules de 
mammifères (Lehner et al., 2002). Comme cela a déjà été suggéré pour les messagers 
PMCHL humains, une régulation complexe du système MCH/AROM/PMCHL par des ARNm 
partiellement complémentaires serait susceptible d’intervenir chez le macaque. 
Ces données préliminaires relatives à l’expression d’un gène chimérique spécifique 
des Primates confortent l’intérêt du modèle des macaques Macaca fascicularis traités au 
MPTP pour l’étude d’une pathologie neurodégénérative spécifique des Primates.  
 
 
3.2. Etude des gènes paralogues de la famille GUSL 
3.2.1. Objectifs 
La deuxième famille de gènes spécifiques des primates à avoir retenu l’attention du 
laboratoire a été la famille GUSL (GUS-like). Seules les données de FISH et de séquences de 
BAC (chromosome artificiel bactérien) non assemblés étaient alors disponibles (Courseaux et 
al., 2003) (voir 4.2.2 de l’Introduction). 
Les données préalablement établies d’hybridation in situ fluorescente sur 
chromosomes métaphasiques de diverses espèces de Primates indiquaient que des séquences 
dérivées des exons 5, 9 et 10 de la β-Glucuronidase étaient présentes en de nombreux 
exemplaires dans leurs génomes, et en particulier dans le génome humain (Courseaux et al., 
2003).  Le seul génome de Primates séquencé, assemblé et disponible dans son intégralité 
étant le génome humain, nous nous sommes concentrés sur l’analyse de ces éléments dans 
l’espèce humaine. 
Il s’est donc agit, pour ma part, de caractériser précisément l’étendue et la structure de 
la famille des gènes GUSL à partir de données de séquençage du génome entier humain. Les 
propriétés transcriptionnelles des paralogues GUSL ont également été examinées, ainsi que 







3.2.2. Matériels et méthodes 
 
- Tissus 
Différents tissus d’individus adultes humains nous ont été fournis par le National 
Research Specimen Bank (Los Angeles, Californie). Les tissus fœtaux et de nouveaux-nés 
proviennent de la faculté de médecine Laennec à Lyon. Les références, âge, sexe, cause du 
décès et délai postmortem de prélèvement ont été précisés par ailleurs (Viale et al., 2000). Les 
tissus de macaques adultes ont été obtenus dans le cadre d’une collaboration avec le Dr E. 
Bézard  (Biothèque primates, Valbonne & Bordeaux). 
 
 
- Préparation des ARN, reverse-transcription et PCR 
Les protocoles utilisés sont ceux décrits précédemment (cf 3.1.3.2.2). Les 
oligonucléotides servant aux amplifications et leurs caractéristiques figurent dans la Table 
3.2.2. 
 
- Séquençage  
Les séquences nucléotidiques de fragments amplifiés par PCR ont été déterminées en 
utilisant la polymérase Ampli Taq FS et le kit de séquençage Big Dye Terminator (Applera), 
ainsi qu’un séquenceur Perkin Elmer ABI PRISM 377. 
  
- Alignements de séquences 
Les séquences issues des génomes entiers de l’Homme et du Chimpanzé (sur 
www.ensembl.org) et les fragments séquencés ont été d’abord alignés en utilisant ClustalW. 
Les alignements sont ensuite vérifiés et éventuellement modifiés manuellement dans 
SEAVIEW (Galtier et al., 1996). 
 
- BLAST 
Les recherches de séquences par similarité afin d’identifier les gènes paralogues ont 
d’abord été réalisées par BLAST (Bedell et al., 2003) sur génome entier (via le serveur 
Ensembl), selon la même méthode que Crosier et al. dans l’étude des paralogues KIAA0187 










Oligo orientation séquence 
Température 
d'hybridation 
5F F GTACCTGATGCACGAACACCCCG 69°C 
9F F TGACCAACTCCACCTACGCAG 61°C 
hSMA4F1 (X1∆) F CTTTGGTGTAGTCCTGAAGCTTCC 64°C 
hSMA3F1 (Rp1) F GGTGGGTACTTGGAGAACTTACTACG 62°C 
10R R AGTAGCTGTTCACACGGATCA 57°C 
 
Table 3.2.2 Oligonucléotides utilisés en RT-PCR  
Lorsque les températures d’hybridation diffèrent entre deux oligonucléotides utilisés 




Elles ont également été menées par Nicolas Pantel et Richard Christen avec le logiciel 
BLAT, et seules les séquences répondant à des contraintes de similarité et de colocalisation de 
plusieurs exons ont été extraites. 
 
- WLAST 
Le logiciel WLAST, développé au laboratoire de biologie virtuelle à Nice (Dr R. 
Christen), permet de comparer de très longues séquences. L'opération se déroule en deux 
temps : d'abord, la séquence choisie comme référence est divisée en plusieurs zones de 
longueur égale, chacune se voyant attribuer une couleur différente. Dans un deuxième temps, 
les mots de 11 nucléotides de la séquence de référence sont extraits. A chaque mot est affectée 
la couleur de la zone dans laquelle il se trouve. La présence de chacun de ces mots est 
successivement recherchée dans chacune des autres séquences, et toutes les positions où se 
retrouve exactement ce mot sont alors peintes de la couleur qui lui a été attribuée. On peut 
considérer que WLAST est une extension graphique de BLAT dans laquelle la partie 
recherche de séquence similaire est traitée par la carte graphique. Le résultat est une série de 
bandes de couleur sur chaque séquence, indiquant les zones identiques entre elles. Il permet 
de repérer facilement les délétions, et les duplications. 
 
- FISH numérique 
Un outil de visualisation des loci des séquences identifiées a été développé au laboratoire 
de Biologie Virtuelle par Richard Christen. Il permet de placer les séquences sur un schéma 
des chromosomes. 
 
- Etudes phylogénétiques 
Les dendogrammes phylogénétiques ont été reconstruits selon trois méthodes différentes : 
le Neighbour Joining (BIONJ),  le maximum de vraissemblance (ML), et le maximum de 
parcimonie (MP). Pour l’analyse de Neighbour Joining (NJ), une matrice de distance est 
calculée avec la correction de Kimura à deux paramètres. Les valeurs de bootstraps sont 
obtenues en réalisant 1000 répétitions, le programme BIONJ et la correction de Kimura à 
deux paramètres. BIONJ est conforme à la publication princeps de Gascuel (Gascuel, 1997), 
ML et MP appartiennent au logiciel PHYLIP (Phylogeny Inference Package, version 3.573c, 
distribué par J. Felsenstein, Seattle, USA). Les dendogrammes phylogénétiques ont été mis en 




- Calcul de Ka/Ks 
Les calculs des rapports du nombre de substitutions non synonymes et synonymes ont été 
effectués en ligne sur http://www.bioinfo.no/tools/docs/kaksdoc à partir des séquences 




3.2.3.1. Structure et mise en place des gènes dérivés de la β-Glucuronidase 
3.2.3.1.1. Les gènes GUSL et leur structure 
Chacun des douze exons du gène GUSB a été recherché par similarité de séquence (en 
utilisant le logiciel BLAT) dans le génome humain, et sa position, ainsi que son orientation, 
ont été repérées. Après optimisation des paramètres par Nicolas Pantel et Richard Christen au 
laboratoire de Biologie Virtuelle, à Nice, 111 séquences humaines ont été identifiées, qui sont 
distribuées dans 24 structures comportant au moins trois unités en tandem. Un caryotype 
numérique illustrant ces positions et orientations a ensuite été généré par Nicolas Pantel. Il 
apparaît très clairement (cf Figure 3.2.3.1.1.a) que ces exons sont répandus dans le génome et 
se trouvent associés et regroupés de manière plus prononcée sur les chromosomes 5, 6, 7 et 22 
humains. Tous les chromosomes, à l’exception des chromosomes 8, 16, 21 et Y, présentent au 
moins une copie d’un des exons de la β-Glucuronidase. Une vue rapprochée (cf Figure 
3.2.3.1.1.b) des chromosomes 5, 6, 7 et 22 favorise une identification plus précise de ces 
duplications. Le chromosome 5 comporte l’essentiel des duplications, particulièrement 
présentes en 5q13.2. Les exons 5, 6, 9, 10 et 11 de GUSB y sont nombreux. Le chromosome 6 
comprend deux duplications des exons 5, 6, 9, 10, 11. La copie ancestrale sur le chromosome 
7 est identifiée par l’alignement des douze exons recherchés en 7q11.21. D’autres 
duplications sont identifiées sur ce chromosome. Enfin, le chromosome 22 présente une 
duplication  des exons 1 à 4 de GUSB. 
L’ensemble de ces éléments dupliqués peuvent donc être divisés en deux groupes : le groupe 
A regroupe les séquences comprenant les exons 5 à 11, le groupe B est composé des 
séquences portant les exons 1 à 4. Les séquences similaires à l’exon 12 de GUSB sont 
systématiquement isolées et n’entrent donc pas dans le cadre de notre étude. 
 
Afin de caractériser précisément la structure des gènes comprenant ces exons dérivés 








Figure 3.2.3.1.1.a   FISH sur caryotype numérique 
Les 24 chromosomes d’un haplotype humain sont figurés, leur taille (en paire de 
bases) est indiquée au dessus de chacun d’entre eux. A gauche et à droite de chaque 
chromosome, en bleu et en rouge, sont représentées les différentes copies de chaque exon de 
GUSB, orientées en antisens et en sens, respectivement. Au sein de chaque colonne de part et 
d’autre de chaque chromosome se trouvent douze colonnes virtuelles représentant chacun des 
exons de GUSB. Ainsi, un point bleu à l’extrême gauche représente une copie antisens de 
l’exon 1 de GUSB ; un point rouge à l’extrême droite, une copie sens de l’exon 12 du gène. 







Figure 3.2.3.1.1.b   FISH sur caryotype numérique : zoom sur les chromosomes 5, 6, 7 et 
22 





Figure 3.2.3.1.1.c   Gènes GUSL identifiés par BLAST « manuel » 
Chacun des douze exons de GUSB est recherché par similarité dans le génome entier 
humain. Les exons dérivés de GUSB associés en un même locus sont rassemblés en une unité 
génique. Elles sont alignées et leurs structures sont précisées. Deux classes de gènes GUSL 
(GUS-like) apparaissent alors, selon qu’ils comportent (A), ou non (B) l’élément Glu 5-10. 
Les numéros au dessus des gènes correspondent aux numéros des exons  de la β-
Glucuronidase. Les loci figurent à gauche de chaque gène. 
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par BLAST a été menée en parallèle, au cours de laquelle chaque exon de GUSB a été 
recherché. Puis les exons dérivés de ce gène ont été localisés. Lorsque différents exons sont 
identifiés dans une même région (moins de 50 kb entre chaque exon) et dans la même 
orientation, ils sont regroupés dans une même unité de séquence. Les séquences 
environnantes et intervenantes sont également extraites et les « gènes » ainsi identifiés sont 
alignés dans Seaview. La longueur totale ainsi couverte par chaque gène est d’environ 100 kb. 
Leur organisation structurale peut alors être déduite. Les exons dérivés de GUSB, mais 
également des exons répétés dans le génome et identifiés dans une étude précédente 
(Courseaux et al., 2003), sont alors positionnés. En 2005, treize gènes dérivés de la β-
Glucuronidase ont ainsi été identifiés par cette approche manuelle, et leurs structures ont été 
précisées (cf Figure  3.2.3.1.1.c). Ils sont séparés en deux sous-familles (correspondant aux 
groupes A et B), selon qu’ils comportent, ou non, l’élément Glu 5-10 initialement étudié. Cet 
élément est en outre parfois lui-même dupliqué au sein d’un gène GUSL, qui présente alors 
une structure exonique du type Rp1-Rp4-X1-X1∆-5-9-10-5-9-10-11. 
Cette analyse manuelle permet donc l’identification et la caractérisation des membres de la 
famille de gènes GUSL. Elle est cependant longue et fastidieuse, d’autant que les 
réassemblages constants des séquences du génome humain (et notamment des loci comportant 
des duplications segmentaires, particulièrement difficiles à assembler, dont le locus SMA) 
imposent de renouveler l’analyse de façon régulière. 
 
 Un outil logiciel automatique a alors été mis en place et développé par Richard 
Christen et Nicolas Pantel, au laboratoire de Biologie Virtuelle de Nice. Les duplications des 
groupes A et B sont d’abord identifiées par BLAT puis visuellement examinée grâce à l’outil 
WLAST. 
-   Duplications du groupe A 
 Les séquences identifiées par BLAT débutent à l’extrémité 5’ du premier exon 
dupliqué et terminent à l’extrémité 3’ du dernier exon. Mais la duplication peut, comme 
l’indiquent l’analyse manuelle et les alignements de séquences subséquents, s’étendre au-delà 
de ces bornes. Nicolas Pantel a donc procédé à d’autres analyses afin d’identifier les 
duplications entières, qui indiquent que les séquences obtenues par BLAT doivent être 
allongées de quelques kb en amont et en aval. L’analyse par Wlast de ces séquences étendues 
démontre leur similarité avec le gène GUSB authentique (cf Figure 3.2.3.1.1.d). L’alignement 







Figure 3.2.3.1.1.d   Analyse visuelle des séquences du groupe A 
L’ordonnée indique une échelle de longueur de séquences (en kb), l’abscisse présente 
les différentes séquences analysées (A1 à A18 pour l’homme, les suivantes appartenant au 
génome de Chimpanzé). Leur localisation chromosomique est indiquée. L’une des séquences, 
ici A18 (qui correspond à GUSB), est choisie comme référence. Les autres lui sont comparées. 
La séquence de référence est d’abord colorée comme indiqué sur l’échelle figurant tout en 
haut. Ensuite, pour chaque séquence, un domaine similaire à la séquence de référence est 
coloré de la même façon. Les exons dérivés de GUSB sont ensuite alignés pour toutes les 
séquences, les délétions apparaissent alors en blanc. 
Les extrémités des séquences apparaissent en gris, ce qui indique que les bornes des 
duplications ont été atteintes. Les régions I et II sont présentes dans la majorité des séquences 
et seront utilisées pour les analyses phylogénétiques. 




Certaines séquences dupliquées sont manifestement très similaires (A1, A4, A5, A9, A10, 
A15 et A16,  par exemple). Les exons 7, 8 et 12 sont absents de la majorité des séquences, à 
l’inverse des exons 5, 6 et 9.  
-  Duplications du groupe B 
Le même travail est effectué pour le second groupe de duplications (données non 
présentées). 
- Analyse des séquences présentes en 5’ 
Les séquences peuvent être davantage étendues, dans le but de retrouver l’intégralité 
des éléments identifiés lors de l’analyse manuelle. Une extension de 200 kb des séquences 
analysées par Wlast (et par Nicolas Pantel) indique que les séquences A1 à A11 et A15 
possèdent une grande région commune en 5’ (données non présentées). Cette région comporte 
les exons Rp1, Rp4, X1 et X1∆, identifiés précédemment (Courseaux et al., 2003). 
 
 Les premières analyses manuelles et les alignements de séquences obtenus permettent 
en outre de préciser les structures d’exons et introns, et d’identifier quelques éléments 
d’intérêt au sein des gènes. On repère ainsi des séries d’adénines (polyA) entre l’exon X1∆ et 
l’exon 5,  entre l’exon 10 et l’exon 5 lorsque l’élément Glu 5-10 est dupliqué au sein du gène 
et enfin après l’exon 11. 
  
3.2.3.1.2. L’histoire de la mise en place des gènes GUSL 
Des analyses phylogénétiques ont ensuite été menées par Nicolas Pantel et Richard 
Christen à partir des séquences ainsi extraites et alignées. Elles portent sur des blocs de 
séquences partagés par un nombre significatif de gènes GUSL. 
 
-  Phylogénie du groupe A 
L’observation des alignements met en evidence deux regions communes à la majorité 
des sequences (cf Figure 3.2.3.1.1.d) : le domaine I (correspondant aux exons 5 et 6) est 
partagé par 18 séquences humaines, et le domaine II (correspondant à l’exon 9) est présent 
dans 16 séquences, comprenant toutes également le domaine I. 
L’analyse phylogénétique des séquences du groupe AII conduit à la proposition d’une 
topologie d’arbre présentée dans la Figure 3.2.3.1.2.a. Cette analyse, réalisée par Nicolas 
Pantel,  suggère que : 
• Le gène ancestral α, à l’origine de l’ensemble des séquences, a été initiallement dupliqué 







Figure 3.2.3.1.2.a   Analyse phylogénétique des séquences du groupe A 
Les symboles * et + indiquent respectivement que l’embranchement est obtenu par les 
méthodes de maximum de vraisemblance et de parcimonie. Les pourcentages sont obtenus par 
la méthode de bootstrap et donnent une indication de la robustesse des branches obtenues par 
la méthode de Neighbour-Joining. A droite figurent les localisations chromosomiques de 
chaque séquence, ainsi que l’espèce à laquelle elles appartiennent (HS Homo sapiens, PT Pan 
troglodytes). En rouge et en lettres grecques apparaissent les noms des séquences ancestrales 
présumées. Figure réalisée par Nicolas Pantel au cours de son M1 au laboratoire de biologie 




• Les séquences A20 et A24 (du groupe η) se trouvent sur le chromosome 4 du Chimpanzé 
(équivalent du chromosome 5 humain), ce qui suggère que la duplication de ζ est 
intervenue avant la spéciation. Après la spéciation, deux duplications indépendantes ont 
donné naissance à A20 et A24 chez le Chimpanzé, et à A13 et A14 chez l’Homme. 
• Le gène ancestral η existe chez l’Homme et chez le Chimpanzé, contrairement au gène ι, 
retrouvé uniquement chez l’Homme, ce qui permet de préciser l’histoire du gène ancestral 
ζ. Ce gène, résultant d’une duplication du gène α, a été intégré sur le chromosome 5 pour 
devenir le gène η. Le gène η a été ensuite dupliqué pour donner le gène ι. Ce gène, 
positionné initialement sur le chromosome 5 ou sur le chromosome 6, a été ensuite 
dupliqué sur l’autre de ces deux chromosomes après la spéciation Homme/Chimpanzé. 
Une copie est alors présente sur chacun de ces chromosomes humains. Une duplication 
ultérieure sur le chromosome 6 donne naissance aux séquences A15 et A16, tandis que la 
séquence présente sur le chromosome 5 a subi toute une série de duplications rapides. 
Une analyse phylogénétique des séquences du groupe AI a également été menée par 
Nicolas Pantel et Richard Christen. La topologie obtenue est identique et confirme les 
résultats précédents. L’analyse des séquences A12, A17 et A25, absentes de l’analyse 
précédente, apporte de nouvelles informations (données non présentées). 
• Le gène α a été dupliqué de façon précoce pour donner la séquence ε qui a ensuite évolué 
de façon indépendante jusqu’à la spéciation Homme/Chimpanzé, pour devenir finalement 
A17 (chez l’Homme) et A25 (chez le Chimpanzé). 
• Les séquences A13 et A14 se trouvent associées avec la séquence A12 en 5q21.1, sans 
que les modalités de l’apparition de cette séquence ne puissent être précisées par notre 
analyse. 
 
- Phylogénie du groupe B 
Les séquences du groupe B ont été analysées par Nicolas Pantel de la même façon que 
les séquences du groupe A (cf Figure 3.2.3.1.2.b). Les séquences B1 et B7 (non identifiées par 
l’analyse manuelle en 2005, et localisées sur les chromosomes 4 de l’Homme et 3 du 
Chimpanzé, respectivement) ne présentent pas d’introns et ont donc vraisemblablement été 
créées par un évènement de rétrotransposition. Elles ne peuvent être directement comparées 
aux autres séquences du fait de trop courtes régions homologues. Dans cette analyse, 









Figure 3.2.3.1.2.b   Analyse phylogénétique des séquences du groupe B 
Les symboles * et + indiquent respectivement que l’embranchement est obtenu par les 
méthodes de maximum de vraisemblance et de parcimonie. Les pourcentages sont obtenus par 
la méthode de bootstrap et donnent une indication de la robustesse des branches obtenues par 
la méthode de Neighbour-Joining. A droite figurent les localisations chromosomiques de 
chaque séquence, ainsi que l’espèce à laquelle elles appartiennent (HS Homo sapiens, PT Pan 
troglodytes).  
L’horloge moléculaire est bien respectée. En faisant l’hypothèse que la spéciation 
Homme/Chimpanzé a eu lieu il y a 5 millions d’années, on peut estimer le pic de duplication à 
il y a près de 50 millions d’années (Mya). Figure réalisée par Nicolas Pantel au cours de son 
M1 au laboratoire de biologie virtuelle à Nice. 
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longueurs des branches correspondant aux évènements de spéciation Homme/Chimpanzé, de 
sorte qu’il est possible d’estimer les moments des évènements de duplication. Quatre couples 
de séquences (B4/B8, B11/B12, B6/B10 et B5/B9) ont été mis en place lors de la spéciation 
Homme/Chimpanzé. Les longueurs de leurs branches correspondent donc à une période 
d’environ 5 millions d’années. Il est ainsi possible de dater grossièrement les autres 
duplications du groupe B dans une fourchette allant de 40 à 55 millions d’années. On peut 
également essayer de dater l’apparition des séquences B1 et B7 en comparant les séquences 
des exons 1, 2 et 3. L’arbre résultant (non présenté) suggère que l’évènement de 
rétrotransposition à l’origine de ces gènes a eu lieu très rapidement après le premier 
évènement de duplication du gène GUSB ancestral.  
 
3.2.3.1.3. Gènes GUSL au locus SMA 
Quatorze des vingt-deux gènes dérivés de GUSB identifiés chez l’Homme se situent 
sur le chromosome 5 (cf Figure 3.2.3.1.3 (A)). Les séquences A1 et A2 sont isolées, les 
séquences A12, A13 et A14 sont co-localisées, et les séquences A3 à A11 sont groupées dans 
un intervalle de 1,7 Mb. L’outil employé par Nicolas Pantel et Richard Christen dans le cadre 
de notre collaboration permet d’analyser plus finement ces neuf séquences. On observe 
(Figure 3.2.3.1.3 (B)) une forte similarité de structure entre deux régions, nommées en 
conséquence duplicon 1 et duplicon 2. Ceci semble indiquer une duplication récente de 
grande taille. L’extraction de ces régions et leur comparaison par Wlast (données non 
présentées et analysées par Nicolas Pantel) montrent que ces domaines peuvent être 
facilement alignés, à l’exception des séquences correspondant aux gènes PMCHL2 et NAIP, 
ce qui confirme l’hypothèse de la duplication en tandem, dont la date d’apparition sera 
discutée.  
 
3.2.3.2. Données d’expression des gènes GUSL 5-9-10 
3.2.3.2.1. Chez le macaque  
Le macaque présente un signal d’hybridation en FISH réalisé avec une sonde Glu 5-10 
(Courseaux et al., 2003) et possède donc des gènes dits GUSL. Des PCR ont été réalisées sur 
des ADN complémentaires de tissus centraux de macaques afin d’identifier d’éventuels 
messagers de gènes GUSL.  Aucun messager GUSL n’a pu être mis en évidence par PCR et 
séquençage. Seuls des messagers du gène GUSB authentique apparaissent lors de PCR entre 










Figure 3.2.3.1.3   Etude des duplications GUSL du chromosome 5 humain 
(A), Positionnement des séquences le long du chromosome, entre les positions 21,5 
Mb et 11,5 Mb. (B), Zoom sur la région de 68,9 Mb à 70,9 Mb, correspondant à une région 
étendue autour du locus SMA. Les positions des séquences et leur étendue sont indiquées. 
D’autres gènes d’intérêt de cette région sont également figurés. L’alignement des séquences 
des duplicons 1 et 2 met en évidence une large duplication en tandem. Figure réalisée par 





Figure 3.2.3.2.2.a   Expression transcriptionnelle des gènes GUSL chez l’Homme 
(A), Structure maximale des gènes GUSL comportant l’élément Glu 5-10. Les exons 
5, 9 et 10 sont représentés deux fois, dans la mesure où certains gènes (en l’occurrence A5/6, 
A7/8 et A10/11) présentent une duplication interne. Des expériences de RT-PCR avec des 
amorces dans les exons X1 ou X1∆ (amorce sens) et l’exon 10 (amorce antisens) sont 
présentées. Un épissage alternatif excluant l’exon 5 est ainsi mis en évidence.  
(B), Résumé de l’ensemble des expériences de RT-PCR réalisées à partir d’ARN de fœtus, de 
nouveau-né et d’adulte. CBL, HPC, CX et HPT : cervelet, hippocampe, cortex et 
hypothalamus, respectivement. SPL, COL, LIV, DUO, OV, TES : rate, colon, foie, 
duodénum, ovaire et testicule, respectivement. Les résultats sont indiqués par les + et -  
(détecté ou pas), suivis d’une indication du mode de détection (en BEt ou par Southern Blot). 
Le – indique qu’aucun messager n’a pu être détecté dans aucune de nos conditions. Le chiffre 




3.2.3.2.2. Chez l’homme  
Des analyses de RT-PCR ont été menées, par Christine Payré et moi-même, sur 
différents tissus centraux et périphériques humains, afin d’amplifier d’éventuels messagers 
comportant les exons Rp1 et 10, X1∆ et 10, 5 et 10 et enfin 9 et 10. L’expression des gènes 
GUSL est mise en évidence dans tous les tissus analysés (rate, foie, duodénum, testicule, 
ovaire, colon cervelet, hippocampe, hypothalamus et cortex) et aux différents stades 
développementaux (fœtus, nouveau-né et adulte), mais de façon plus systématique et plus 
prononcée dans le système nerveux central. L’analyse de la séquence et la structure (en terme 
d’enchaînement d’exons) des messagers amplifiés indique qu’ils proviennent essentiellement 
des gènes des chromosomes 5 et 6. L’origine de chacun des messagers reste cependant 
difficile à préciser, compte tenu du très faible nombre de mutations distinguant les différents 
paralogues de la famille GUSL. La capacité transcriptionnelle générale peut néanmoins être 
déduite et il apparaît que l’exaptation des exons X1 et X1∆ est nécessaire à l’établissement de 
la transcription. On identifie également un épissage alternatif excluant l’exon 5 aux trois 
stades développementaux (cf Figure 3.2.3.2.2.a). 
Il apparaît également que ces messagers comportent une phase ouverte de lecture 
significative, de 140 acides aminés, correspondant aux exons X1∆, 5, 9 et 10. Les protéines 
putatives ne partagent avec la β-Glucuronidase authentique que la séquence codée par l’exon 
5, elle-même ponctuée de quelques mutations. Elles comportent un domaine glycoside 
hydroxylase. Les phases ouvertes de lecture des sept gènes susceptibles de produire la 
protéine de 140 acides aminés ont été alignées ainsi que celles des peptides ainsi générés. Un 
calcul de Ka/Ks a alors été opéré sur ces séquences afin d’identifier d’éventuelles pressions de 
sélection différentielles sur l’un ou l’autre des paralogues. Des disparités apparaissent alors, 
les valeurs de Ka/Ks étant comprises entre 0 et près de 1,5 selon les branches (cf Figure 
3.2.3.2.2.b). 
 
3.2.4. Discussion  
Les recherches menées sur le génome entier humain, de façon manuelle puis à l’aide 
d’un outil automatique, permettent ainsi de caractériser une nouvelle famille de gènes 
chimériques spécifiques des Primates : plus d’une vingtaine de paralogues GUSL sont 
identifiés. Leurs loci et organisations structurales sont précisés. L’analyse automatique met en 







Figure 3.2.3.2.2.b   Expression traductionnelle potentielle des gènes GUSL chez l’Homme 
(A), La phase ouverte de lecture principale comprend  des séquences des exons X1∆, 
5, 9 et 10 et est portée par les gènes comportant l’exon X1∆ (soit A3, A4, A5/6, A7/8, A9 , 
A10/11 et A15). La protéine putative compte 140 acides aminés et présente un domaine 
glycoside hydroxylase codé par la fin de l’exon X1∆, l’exon 5 et le début de l’exon 9. 
(B), La construction d’un arbre phylogénétique comprenant les paralogues précédemment 
identifiés (cf (A)) et tenant compte des données de topologie obtenues précédemment (cf 
Figure 3.2.3.1.2.a) permet le calcul de ratios Ka/Ks. Les valeurs obtenues sont indiquées dans 
le tableau et les branches de couleur bleue présentent des rapports Ka/Ks supérieurs à 1. 
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celui du locus 22q11.23, dont une insertion de 42 kb distance trop les exons dérivés de GUSB 
pour que WLAST  parvienne à l’identifier. Des gènes additionnels sont également trouvés, 
probablement du fait du nouvel assemblage du génome humain. Tous ces paralogues 
correspondent à l’ensemble des sites identifiés et caractérisés préalablement par FISH et 
analyse de BAC (Courseaux et al., 2003).  
L’outil WLAST est indéniablement un outil novateur et très utile. Il permet de 
visualiser les alignements de séquences d’intérêt identifiées dans les génomes entiers, de sorte 
à repérer immédiatement les duplications, insertions et délétions.  L’exploitation des données 
obtenues par Wlast, particulièrement après extension des sequences qui flanquent les exons 
dérivés de GUSB, apporte immédiatement deux éléments majeurs pour la compréhension de 
l’histoire des duplications des gènes GUSB et GUSL. D’une part, certaines de ces séquences 
dupliquées sont présentes à la fois dans les génomes de l’Homme et du Chimpanzé et sont très 
similaires entre les deux espèces (par exemple A17 et A25), ce qui suggère un évènement de 
duplication précédant de peu la spéciation Homme/Chimpanzé. D’autre part, d’autres 
séquences dupliquées peuvent être rassemblées en familles. Par exemple les éléments A1, A4, 
A5, A9, A10, A15 et A16 présentent les mêmes régions 5’ et 3’ flanquantes, ce qui indique 
que les évènements de duplication par lesquels ils ont été créés sont très récents. Leur absence 
du gènome de Chimpanzé confirme cette hypothèse. 
 
Les analyses phylogénétiques qui ont ensuite pu être menées sur ces séquences 
enrichissent substantiellement notre connaissance de l’histoire évolutive de ces gènes. Les 
données de localisation et de structure, associées aux résultats de ces analyses 
phylogénétiques permettent alors de proposer un modèle hypothétique complet et complexe 
de l’évolution de la sous-famille de gènes GUSL du groupe A (possédant l’élément Glu 5-10). 
Ce modèle, qui fait l’objet de la figure 3.2.4, tient également compte des connaissances 
actuelles sur les sites donneurs et accepteurs de séquences (Nahon, 2003), ainsi que des 
données obtenues par FISH dans d’autres espèces de Primates (Courseaux et al., 2003). Il 
implique des évènements de recombinaison homologue, de duplications successives et 
d’exaptation de séquences environnantes. Il réconcilie en outre les données obtenues par les 
différentes méthodes, le positionnement du gène A1 restant seul problématique dans cette 
histoire évolutive. Cette incertitude reste naturellement à résoudre. L’achèvement du 
séquençage et de l’assemblage des génomes entiers de Pan troglodytes et Macaca fascicularis 




Figure 3.2.4   Modèle de mise en place des gènes GUSL du groupe A chez l’Homme 
Le modèle proposé intègre les données structurales obtenues manuellement et les 
données de FISH. La concordance avec les données phylogénétiques, quasi-parfaite, est 
indiquée à gauche. Les gènes actuels apparaissent dans les compartiments rouges, les 
séquences ancestrales et les processus impliqués figurent dans les compartiments bleus. 
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de progresser dans la connaissance de l’histoire évolutive de cette grande et complexe famille 
de gènes. 
En outre, l’analyse phylogénétique appliquée aux séquences des gènes GUSL du 
groupe B, ne comportant donc pas l’élément Glu 5-10, indique que la mise en place de ces 
séquences par duplication date, pour les premières d’entre elles, d’il y a près de 50 millions 
d’années, soit avant la divergence des Catarhiniens et des Platyrhiniens. Ainsi, ces 
évènements de duplication auraient précédé les évènements de mise en place des séquences 
du groupe A et seraient ainsi définitivement indépendants. 
Nous montrons ainsi que l’étude de ces paralogues (et non plus d’orthologues comme 
dans l’étude de la famille de gènes PMCHL *) permet d’appréhender l’histoire récente des 
gènes et les modalités de leur création.  
 
L’analyse transcriptionnelle des gènes GUSL met en évidence d’intéressantes 
propriétés. Il apparaît d’abord que les paralogues, non encore caractérisés, hormis en ce qui 
concerne leur localisation, présents chez le macaque ne possèdent pas d’activité 
transcriptionnelle dans les tissus analysés. Chez l’Homme, ces études confirment d’abord 
l’existence de gènes comportant une duplication interne des exons 5-9-10, duplication qui ne 
résulte donc pas d’une erreur d’assemblage, comme cela pouvait légitimement être redouté 
(Schmutz and Grimwood, 2004; Schmutz et al., 2004). Elles indiquent également que la 
capacité transcriptionnelle serait conférée par des séquences recrutées en 5’ sur les 
chromosomes 5 et 6. Ainsi, seuls les gènes A15, A2, A3, A4, A5/6, A7/8, A9, A10/11 
semblent transcrits. Ces séquences recrutées en 5’, comprenant au minimum les exons X1 et 
X1∆ comportent donc probablement des éléments promoteurs de reconnaissance pour les 
polymérases. En outre, bien que ces messagers soient retrouvés de façon relativement 
ubiquitaire dans les tissus analysés (centraux et périphériques, à différents stades 
développementaux), l’existence d’un épissage alternatif et de niveaux d’expressions 
manifestement supérieurs dans les tissus centraux (cervelet, hippocampe, hypothalamus et 
cortex) relativement aux tissus périphériques (rate, foie, duodénum, testicule, ovaire, colon) 
indique que les séquences exaptées en 5’ possèdent également des régions régulatrices. Les 
données d’expression chez l’Homme et le Macaque montrent enfin que, d’un point de vue 
                                               
*
  « Evolutionnary variations in structure and brain expression of the PMCHL1 gene in macaque and human », 
Fleur Darré-Toulemonde, Alain Corinus, Audrey Delerue-Audegond, Richard Christen and Jean-Louis Nahon, 
soumis à Molecular Biology and Evolution. 
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transcriptionnel, les gènes GUSL sont spécifiques des Hominoïdes. Des analyses 
transcriptionnelles chez les Chimpanzés  et Gibbons préciseraient utilement ce dernier point. 
Les expériences de RT-PCR et de séquençage indiquent en outre que ces messagers 
sont susceptibles de coder pour une protéine putative présentant un domaine glycoside 
hydroxylase. De façon très intéressante dans le contexte de l’étude de gènes spécifiques des 
Primates ou des Hominoïdes et de l’éventuelle pression de sélection darwinienne positive à 
laquelle ils pourraient être soumis, des calculs de Ka/Ks ont pu être effectués à partir des 
sequences codantes de ces paralogues (Dorus et al., 2004; Eichler et al., 2001; Luchetta et al., 
2005). Des valeurs très différentes apparaissent, suggérant une accélération de l’évolution des 
séquences de la copie A15 et de l’ancêtre commun des copies A4 et A9, toutes semblant 
présentes uniquement chez l’Homme, ce qui pourrait indiquer l’existence d’une pression de 
sélection positive sur ces gènes. Il semble, de manière plus générale, que la sélection positive 
darwinienne affecte communément les gènes issus de duplications segmentaires (Bailey and 
Eichler, 2006; Johnson et al., 2001). 
  
 De manière plus générale, la réalisation de ces études a également été l’occasion de 
réexaminer (Darre-Toulemonde and Nahon, 2004) l’état d’avancement du séquençage des 
génomes de l’Homme et du Chimpanzé Pan troglodytes. De nombreuses erreurs 
d’assemblage ont été mises en évidence et signifiées à J. Martin, responsable du projet de 
séquençage du chromosome 5 humain (Schmutz et al., 2004). Elles résultent de deux 
phénomènes principaux : la présence de duplications segmentaires, notamment au locus SMA 
en 5q13 en ce qui nous concerne, qui rendent l’assemblage de séquences périlleux (She et al., 
2004), et le séquençage de trois haplotypes dont l’homologie de séquence est parfois ignorée 
au cours de l’assemblage tant le polymorphisme est élevé en ces loci (Fredman et al., 2004). 
Ce dernier point est d’ailleurs désormais résolu par une nouvelle gestion des séquences, qui 
distingue les différents haplotypes en ces loci (cf http://www.ensembl.org). La plus grande 
attention reste donc nécessaire lors de l’exploitation de ces données de séquençage de génome 
entier. 
 Nos travaux mettent d’ailleurs également en évidence de nouvelles duplications 
segmentaires. Si l’essentiel de nos études a porté sur les duplications des seuls gènes GUSL, 
qui constituent déjà des duplications segmentaires, elles ont également permis de positionner 
certains de ces gènes dans une duplication plus large au locus SMA et d’en préciser la mise en 
place. Deux copies d’un duplicon comprenant des gènes GUSL, mais aussi les gènes SMN, 
sont ainsi présentes en tandem en ce locus. Cette duplication en tandem n’est pas identifiée 
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dans le génome de Chimpanzé, comme en témoigne l’absence de séquences GUSL sur 
l’équivalent du chromosome 5q13 humain. Or le gène PMCHL2 existe chez le Chimpanzé et 
est donc apparu avant cette large duplication. L’ensemble de ces données suggère donc une 
duplication de A8-A9-SERFA1-SMN1-A10-A11 pour créer A3-A4-SERFA1-SMN2-A5-A6, 
suivie par une délétion des gènes PMCHL2 et NAIP du duplicon 1 (cf Figure 3.2.3.1.3). Des 
phénomènes de conversion génique (Ezawa et al., 2006) peuvent enfin expliquer les forts 
pourcentages d’identités de séquences entre A3, A5 et A6, d’une part, A8, A10 et A11, 
d’autre part plutôt qu’entre A3 et A8, A5 et A10, A6 et A11, comme attendu en vertu de la 
duplication précédemment décrite.  
 
 Compte tenu de leur localisation, dans ou à proximité du locus SMA, et de leur 
capacité transcritpionnelle et éventuellement traductionnelle, les gènes A3, A4, A5/6, A7/8, 









A l’issue de ce temps et de ces travaux de thèse, et après les avoir présentés et discutés 
un à un,  il me semble nécessaire de les replacer dans leur contexte global, et de mettre en 
perspective quelques uns de leurs principaux traits. Ainsi, les caractéristiques des familles de 
gènes étudiées seront comparées afin de montrer comme leurs analyses sont complémentaires. 
Deux aspects de ces familles de gènes seront ensuite approfondis : leur appartenance aux 
duplications segmentaires et leurs caractéristiques transcriptionnelles. Finalement, je 
reviendrai sur quelques interrogations relatives aux gènes spécifiques des Primates. 
 
 
1. Caractéristiques générales des gènes « chimériques » étudiés : des 
modèles complémentaires 
 
Les expériences réalisées et les réfexions menées, principalement celles relatives aux 
gènes chimériques des familles PMCHL et GUSL, permettent d’identifier quelques aspects 
généraux, conservés ou non, des gènes « chimériques ». Il me semble donc intéressant de 
présenter tout à la fois les similitudes et les dissemblances des familles de gènes étudiées. 
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1.1. Aspects méthodologiques 
Les modèles de familles de gènes choisis l’ont été sur différents critères : la présence 
de copies sur le chromosome 5 humain, l’aspect chimérique et la mise en place au cours de 
l’évolution des génomes de Primates (Courseaux et al., 2003; Viale et al., 1998a; Viale et al., 
1998b). 
Ils ont cependant ensuite été caractérisés et analysés de manières diverses.  
 
1.1.1. Séquences analysées 
L’étude des gènes PMCHL a porté sur les orthologues, tandis que les paralogues 
GUSL ont servi à l’analyse de cette deuxième famille de gènes. Cette distinction est liée à des 
caractéristiques et disponibilités différentielles de séquences.  
Seule(s) une ou deux copie(s) compose(nt) la famille PMCHL. Par conséquent, les 
analyses portent nécessairement sur les orthologues, et ce, afin de disposer de données en 
quantité suffisante. Cette approche a été facilitée par l’accessibilité d’ADN génomiques d’un 
nombre conséquent d’espèces de Primates et par la relativement petite taille des gènes 
PMCHL (12 kb environ), qui rend possible leur amplification et leur séquençage au 
laboratoire. Nous disposons dès lors de l’alignement des gènes PMCHL de sept espèces de 
Primates (incluant l’Homme), ce qui permet de les comparer selon différentes approches, qui 
seront rappelées ultérieurement. 
Pour les gènes GUSL, à l’inverse, la longueur des gènes exclut d’envisager de les 
amplifier et les séquencer. En outre, leur très grande similarité nucléotidique au sein d’une 
espèce empêche de les distinguer au cours du séquençage, à moins de ne travailler qu’à partir 
de chromosomes bactériens artificiels de sorte à n’amplifier qu’un paralogue à la fois. Par 
conséquent, nous avons choisi d’étudier les paralogues humains, dont les séquences sont 
disponibles du fait du séquençage du génome entier. Cette acquisition de données génomiques 
n’est en revanche pas possible de façon exhaustive pour le Chimpanzé Pan troglodytes et le 
Macaque Macaca mulatta, dont les génomes dits entiers sont encore très incomplets, et 
présentent notamment de grosses lacunes au niveau des régions hétérochromatiques… 
qu’occupent un certain nombre de nos paralogues ! Les très grandes similarités de séquences 
entre les paralogues limitent également la possibilité de distinguer leurs messagers. Seules les 






1.1.2.  Evolution : structure et relations phylogénétiques 
En raison, partiellement au moins, de la nature des relations entre les séquences 
comparées (orthologues ou paralogues) et de la longueur de ces séquences pour chaque 
famille de gènes chimériques étudiée, des aspects différents ont été examinés afin de 
déterminer les caractéristiques évolutives des gènes. Les séquences PMCHL, compte tenu de 
leur relative petite taille, ont fait l’objet d’une analyse structurale précise, visant à identifier de 
courtes structures (séquences répétées, insertions, délétions à partir de quelques paires de 
bases…) et leurs différences entre les orthologues. Pour les gènes de la famille GUSL, une 
analyse structurale a également pu être menée, mais à plus grande échelle : la présence (ou 
l’absence) d’exons d’intérêt, de grandes duplications, insertions ou délétions a été recherchée. 
Du fait du grand nombre de paralogues étudiés (relativement au cas de PMCHL), une analyse 
phylogénétique assez fine a pu être effectuée ; elle se révèle très informative. 
 
1.1.3.  Expression : caractérisation qualitative et quantitative 
Les deux familles de gènes chimériques étudiées ont fait l’objet d’analyses 
transcriptionnelles similaires. Les caractéristiques qualitatives et quantitatives des messagers 
PMCHL et GUSL ont été étudiées chez l’Homme et le Macaque, sans que les sites de capping 
et de polyadénylation n’aient été véritablement recherchés au cours de ma thèse, certains 
d’entre eux ayant néanmoins été défini préablablement (Courseaux and Nahon, 2001; Viale et 
al., 2000). Dans les deux familles de gènes étudiées, la distinction entre les paralogues, et par 
conséquent les messagers qui en sont issus, n’est pas aisée, tant les mutations qui les séparent 
sont peu nombreuses.  
Enfin, les familles de gènes GUSL et PMCHL se distinguent également par la 
présence, ou non,  de phases ouvertes de lectures significatives, et donc par la capacité 
probable, ou non, d’être codantes pour une protéine. Par conséquent, l’étude portant sur 
l’évolution de la séquence protéique n’a pu être menée que pour les séquences GUSL. 
 
 
1.2. Histoires évolutives  
L’un des principaux objectifs de mon travail de thèse a été de définir les modalités de 
mise en place et d’évolution des familles de gènes « chimériques » spécifiques des Primates 
PMCHL et GUSL.  
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Il apparaît, au terme de nos études, que des mécanismes tout à fait différents sont à 
l’origine de ces deux familles de gènes. La rétrotransposition est l’évènement déterminant de 
la mise en place du gène PMCHL1 (Courseaux and Nahon, 2001), mais reste en revanche 
presque anecdotique dans l’histoire de la famille des gènes GUSL, puisqu’elle serait 
impliquée uniquement dans l’apparition des séquences B1 et B7. Les gènes GUSL ont en effet 
essentiellement été mis en place par des processus de recombinaison et de duplication 
segmentaire. En outre, la mise en place de PMCHL1, comme celle des gènes GUSL, implique 
l’exaptation de séquences environnantes. Cependant, les exons ainsi créés pour finaliser la 
mise en place de PMCHL1 ne sont pas présents en d’autres loci du génome et constituent 
donc une innovation propre à PMCHL, tandis que les exons de GUSL qui ne dérivent pas du 
gène de la β-Glucuronidase sont également identifiés en d’autres loci du génome. A ce titre, 
les gènes GUSL méritent davantage l’appellation de « gènes chimériques » puisqu’ils se 
composent effectivement d’un assemblage d’exons issus de différents gènes ou séquences du 
génome. 
Enfin, une différence notable dans l’évolution de ces deux familles de gènes réside 
dans la phase d’expansion par duplication. Nous confirmons en effet l’étendue de cette 
expansion dans la famille GUSL (Courseaux et al., 2003), qui compte au moins 15 paralogues 
dans l’espèce humaine. Les gènes PMCHL n’ont, eux, pas subi une telle expansion, puisque 
les espèces d’Hominoïdes ne comptent chacune que deux gènes de cette famille. 
 
 
1.3. Questions de spécificité 
De manière très intéressante, des précisions ont pu être apportées au cours de mon 
travail de thèse quant à la réelle spécificité des gènes « chimériques » spécifiques des 
Primates étudiés. Si les gènes PMCHL et GUSL du groupe A sont en effet apparus au même 
moment (Courseaux et al., 2003), après la divergence des Catarhiniens et des Platyrhiniens, 
l’acquisition d’une capacité transcriptionnelle opère, elle, à des temps différents. 
En effet, bien que les sites d’épissage ne soient manifestement pas encore constitués et 
actifs dans cette espèce, le gène PMCHL1 est transcrit chez le Macaque Macaca fascicularis. 
Ainsi, la capacité transcriptionnelle semble être acquise dès la création de cette famille de 
gènes, à moins qu’elle ne le soit qu’ultérieurement et de façon convergente (en terme de profil 
d’expression) chez l’Homme et le Macaque, ce qui est fort peu probable. A tous points de 
vue, les gènes PMCHL sont donc spécifiques des Catarhiniens. 
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Il apparaît en revanche dans nos études que les gènes GUSL du groupe A ne sont pas 
transcrits chez le Macaque. Ils le sont chez l’Homme. Cette spécificité nécessitera 
naturellement d’être précisée par une analyse transcriptionnelle chez les autres Hominoïdes. Il 
est néanmoins d’ores et déjà possible d’indiquer que la capacité transcriptionnelle n’a, ici, été 
acquise que quelques temps après le début de la mise en place de cette famille de gènes. 
Ainsi, les gènes GUSL du groupe A sont donc spécifiques des Catarhiniens, mais leur 
expression semble, elle, spécifique des Hominoïdes. 
 
L’étude et la comparaison des modèles de familles de gènes « chimériques » 
spécifiques des Primates PMCHL et GUSL s’avèrent donc particulièrement riches et 
représentatives des différents modes d’évolution des génomes de Primates par création de 
gènes. Recombinaison, duplications, rétrotranspositions, brassages d’exons, exaptation de 
séquences constituent en effet le socle des histoires évolutives de ces familles de gènes. Les 
capacités transcriptionnelles, qui confèrent à ces séquences leurs caractéristiques de gènes 




2. PMCHL et GUSL : éléments de duplications segmentaires 
 
Du fait de la duplication de PMCHL1 en PMCHL2 et des multiples évènements de 
duplication à l’origine de la famille GUSL, et compte tenu de la taille de ces gènes (12 à 150 
kb, environ), ces deux familles de gènes spécifiques des Primates participent aux duplications 
segmentaires.  
Les duplications segmentaires sont, rappelons-le, des segments d’ADN génomique, 
couvrant 1 à 400 kb, présents en plusieurs loci dans le génome, et partageant typiquement de 
hauts niveaux d’identité nucléotidique (> 90% d’identité entre les paralogues), ce qui 
implique une origine relativement récente (moins de 35 millions d’années) (Bailey et al., 
2002b; Eichler, 2001). Les modalités de leur mise en place ont été examinées en introduction, 
nous discuterons ici des conséquences qui peuvent découler de la présence de ces séquences 
dupliquées dans les génomes de Primates. 
 
 
2.1. Duplications segmentaires simples et composées 
Les duplications segmentaires, à l’origine de réarrangements chromosomiques 
précédemment mentionnés et sur lesquels je reviendrai ultérieurement, présentent des 
configurations organisationnelles variées. Elles peuvent être de structure simple, comme dans 
le cas des gènes PMCHL, ou contenir de complexes arrangements de modules dupliqués 
(Emanuel and Shaikh, 2001). La structure de ces régions est alors très complexe, du fait d’un 
grand nombre d’évènements de transpositions, juxtapositions et réarrangements segmentaires 
successifs. Il est possible de définir des blocs unitaires de séquences ayant vraisemblablement 
connu la même histoire évolutive, de sorte que les plus grandes duplications se décomposent 
en de multiples duplications de plus petites tailles et d’origines évolutives variées (Bailey et 
al., 2002b; Samonte and Eichler, 2002). En outre, les duplications segmentaires, aussi bien 
intrachromosomiques qu’interchromosomiques, sont fréquemment identifiées à proximité 
d’autres duplications segmentaires indépendantes (Samonte and Eichler, 2002). Les gènes 
GUSL participent, comme cela était suggéré (Courseaux et al., 2003) et comme nous le 
montrons notamment au niveau des duplicons 1 et 2, de ce deuxième type de duplications 
segmentaires. Les duplications complexes organisées en modules sont impliquées dans le plus 
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grand nombre des remaniements chromosomiques à l’origine de désordres génomiques 
associés à des pathologies (Emanuel and Shaikh, 2001). 
 
 
2.2. Duplications segmentaires des Primates 
Les duplications segmentaires sont identifiées dans de nombreuses espèces 
métazoaires. Certaines particularités de ces séquences apparaissent cependant nettement dans 
les génomes de Primates. 
 
2.2.1. Abondance des duplications récentes 
En effet, en comparaison des autres mammifères, les génomes de l’Homme et des 
autres Primates présentent un enrichissement en grandes duplications segmentaires possédant 
de forts taux d’identité de séquences (Bailey and Eichler, 2006; She et al., 2006). Des données 
récentes suggèrent une origine complexe des duplications segmentaires de Primates, 
impliquant deux vagues de duplications au cours de l’évolution de ces espèces (Bailey and 
Eichler, 2006). En particulier, les estimations globales de divergence des séquences semblent 
indiquer une période d’expansion de ces séquences au cours de l’histoire récente des 
Hominoïdes, comme nous l’observons dans la famille de gènes GUSL (She et al., 2006). 
Ainsi, ces duplications manifestement abondantes, pour des raisons non encore précisées, ont 
participé à la création de nouvelles familles de gènes spécifiques des primates et ont 
également influencé les modifications phénotypiques et géniques de l’Homme de façon plus 
fréquente que présupposé (Bailey and Eichler, 2006; She et al., 2006). 
 
2.2.2. Localisation des duplications 
En dehors de ces différences d’abondance, un autre différence majeure est mise en 
évidence lors de la comparaison des duplications segmentaires de Rongeurs, d’une part, et de 
primates, d’autre part. Il apparaît que si les duplications segmentaires de Rongeurs sont, 
comme attendu, essentiellement confinées aux régions hétérochromatiques des 
péricentromères et subtélomères, celles des Primates ont en revanche envahi l’euchromatine 
(Courseaux et al., 2003). C’est d’ailleurs pour cette raison qu’une fraction euchromatique du 
génome humain résiste encore aux épreuves du séquençage et de l’assemblage des séquences : 





2.3. Duplications segmentaires et polymorphisme 
2.3.1.  Polymorphisme du nombre de copies 
Par définition même, les duplications segmentaires impliquent de multiples copies 
d’une même séquence. Les difficultés de séquençage et d’assemblage des régions du génome 
humain riches en répétitions de ce type ont mis en évidence des variations polymorphiques du 
nombre de copies (Courseaux et al., 2003; Sharp et al., 2005). L’enrichissement des régions 
particulièrement sujettes aux remaniements génomiques en sites présentant un polymorphisme 
du nombre des copies suggère que les duplications segmentaires constituent un catalyseur des 
variations à grande échelle du génome humain (Perry et al., 2006; Sharp et al., 2005). On 
observe d’ailleurs réciproquement un enrichissement en duplications segmentaires des sites 
présentant un polymorphisme du nombre des copies (Sharp et al., 2005). Enfin, les séquences 
dupliquées pourraient prédisposer à des polymorphismes mitotiques à grande échelle, liés à 
ces duplications interstitielles et associés avec des caractères génétiques complexes, tels que 
des susceptibilités à des désordres phobiques (Gratacos et al., 2001). Ces dernières données 
sont cependant controversées. 
 
2.3.2. Polymorphisme nucléotidique 
En outre, un polymorphisme nucléotidique particulièrement élevé (deux fois plus que 
dans les gènes uniques) a été détecté  au sein des duplications segmentaires; il a d’abord été 
imputé à une contamination par des séquences paralogues (Bailey et al., 2002a; Cheung et al., 
2003). Une génotypage quantitatif de sites de polymorphismes nucléotidiques (SNP Single 
Nucleotid Polymorphism) au sein des duplications segmentaires a néanmoins permis de 
confirmer une véritable richesse en SNP de ces duplications (Bailey and Eichler, 2006). De 
même, des taux de mutations élevés sont observés entre éléments paralogues de ces régions, 
en dépit des possibles conversions géniques (Bailey and Eichler, 2006; She et al., 2006). Ces 
données sont naturellement à rapprocher de la grande variabilité également décrite pour les 
séquences protéiques synthétisées à partir d’éléments de duplications segmentaires (Bailey 







2.4. Duplications segmentaires et pathologies 
Les relations entre ces duplications segmentaires et un grand nombre de pathologies 
font l’objet de quantité d’articles de la littérature de ces cinq dernières années. Les 
duplications segmentaires pourraient en effet sous-tendre un grand nombre de variations 
phénotypiques, comme nous l’avons déjà indiqué, mais également de maladies génétiques 
(Bailey et al., 2002a; Bailey et al., 2002b).  
 
2.4.1.  Mécanistique 
Les duplications segmentaires favorisent, de par la grande conservation de séquences 
entre les paralogues, et comme cela a été suggéré en introduction, des duplications, délétions, 
et inversions de segments génomiques par recombinaison homologue non allélique (Bailey 
and Eichler, 2006). Une exceptionnelle richesse en duplications segmentaires a de même été 
décrite aux bornes des blocs de synténie, sans que les duplications ne soient nécessairement la 
cause de ces réarrangements majeurs, comme l’indique la corrélation inattendue entre les sites 
des duplications segmentaires spécifiques des Primates et des réarrangements spécifiques des 
Rongeurs (Bailey et al., 2004).  Les duplications segmentaires sont néanmoins susceptibles de 
créer de l’instabilité génomique spécifique en prédisposant certains chormosomes ou certaines 
régions chromosomiques à subir des réarrangements médiés par des crossing-over inégaux. 
Ces remaniements affectent ensuite naturellement la structure et l’expression des gènes et 
pourraient donc conduire au développement de pathologies (Bailey et al., 2004; Bailey et al., 
2002a; Lupski, 1998a; Lupski, 1998b; Samonte and Eichler, 2002). Un certain nombre de 
désordres génétiques ont été classifiés dans les syndromes d’aneusomie segmentaire, et 
résultent de dosages inappropriés de gènes en un locus particulier, du fait des dites 
duplications segmentaires et selon des modalités largement décrites dans la littérature (Bailey 
and Eichler, 2006; Emanuel and Shaikh, 2001).  
 
2.4.2. Exemples de pathologies associées aux duplications segmentaires 
Ainsi, des données récentes impliquent de façon nette les duplications segmentaires, 
intrachromosomiques en particulier, dans l’étiologie des réarrangements chromosomiques 
associés à des désordres génomiques (Emanuel and Shaikh, 2001; Ji et al., 2000; Lupski, 
1998b). Ces troubles affectent en outre uniquement les Primates, et les duplications qui les 
fondent sont apparues au cours de l’évolution de ces espèces, particulièrement dans les 30 
derniers millions d’années. 
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Parmi les pathologies les mieux décrites du point de vue de leur association avec des 
duplications segmentaires, citons la maladie de Charcot-Marie-Tooth de type 1A [MIM 
118220], localisée en 17p11.2 (Lupski, 1998a), qui est associée à une duplication simple 
interstitielle. Cette pathologie est décrite chez l’Homme et le Chimpanzé, mais pas chez le 
Gorille qui ne présente, de façon significative, qu’une copie unique de la séquence CMT1A, 
ce qui indique que la duplication est postérieure à la divergence des Hominoïdes (Samonte 
and Eichler, 2002). Les syndromes d’Angelman [MIM 105830] et de Prader-Willi [MIM 
176270] seraient tous deux dus à une grande délétion de 4 Mb, médiée par des duplications 
segmentaires complexes, composées essentiellement de duplications du gène HERC2, en 
15q11-15q13 (Amos-Landgraf et al., 1999). De façon similaire, le développement de la 
neurofibromatose de type 1 [MIM 162200] repose dans une minorité de cas (2 à 13% des 
patients) sur une délétion d’1,5 Mb en 17q11.2, associée à des duplications segmentaires 
composées de multiples répétitions de l’élément NF1-REPs (de 15 à 100 kb) et contenant 
quelques séquences transcrites et au moins un pseudogène (Dorschner et al., 2000). Le 
syndrome de Di George [MIM 188400] et le syndrome vélocardifacial [MIM 192430] 
tiennent également à une large déletion, située en 22q11.2. Cette délétion n’est cependant que 
l’un des nombreux réarrangements chromosomiques liés aux duplications segmentaires et 
identifiés en ce locus  (Edelmann et al., 1999; Shaikh et al., 2000). 
 
2.4.3. Qu’en est-il de PMCHL et GUSL ? 
Il apparaît ainsi nettement qu’un certain nombre de duplications segmentaires, et par 
conséquent d’éléments qui les composent, sont associés à la mise en place de pathologies. Les 
gènes PMCHL et GUSL appartiennent clairement à des duplications segmentaires (de 
structures diverses, comme nous l’avons souligné précédemment) et certains des gènes 
paralogues de ces deux familles se situent en outre au locus de susceptibilité à l’amyotrophie 
spinale infantile (SMA) en 5q13.3 ou à proximité immédiate (Schmutz et al., 2004). On peut 
donc légitimement s’interroger sur la participation des gènes PMCHL2 et A4 à A11 (de la 
famille GUSL) aux remaniements associés aux duplications segmentaires et à la pathologie 
SMA. Les gènes directement impliqués dans le développement de cette maladie, en 
l’occurrence les gènes SMN1 et SMN2, et les variations alléliques qui les affectent sont 
précisément décrits (Melki et al., 1994; Monani et al., 1999; Ogino et al., 2004). Cela n’exclut 
pas, cependant, d’envisager une intervention, entre autres séquences de cette large duplication 
segmentaire, des éléments des familles PMCHL et GUSL présents en ce locus dans les 
remaniements susceptibles d’avoir conduit chez certains individus atteints par la maladie à la 
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perte de l’une ou l’autre des copies des gènes SMN, notamment pour les formes de type I de la 
pathologie (Ogino et al., 2004). Enfin, on peut imaginer que l’expression même, et donc 
potentiellement la fonction, des gènes PMCHL2 et A4 à A11, sont conditionnées par leur 




3. Nouveaux gènes et transcription : les épissages alternatifs 
 
L’analyse de l’expression des gènes PMCHL et GUSL, et les données bibliographiques 
concernant d’autres familles de gènes apparus récemment, mettent en évidence quelques 
caractères récurrents de l’expression de ces gènes. Il apparaît que leur profil transcriptionnel 
est souvent complexe, tant du point de vue de la qualité des ARNm que de leur répartition 
tissulaire et développementale.   
Il est apparu au cours de nos études que les gènes PMCHL et GUSL présentent, pour 
tous ceux d’entre eux qui ont une capacité transcriptionnelle, des messagers alternativement 
épissés. Si seul un exon cassette est identifié dans la famille de gènes GUSL, de nombreux 
épissages alternatifs de différents types sont en revanche mis en évidence dans la famille des 
gènes PMCHL. Il me paraît donc judicieux de replacer ces données dans le contexte global 
des mécanismes et conséquences des épissages alternatifs. 
 
 
3.1. Diversifier le protéome… 
La division des gènes eucaryotes en introns et exons est une source potentielle de 
diversité. En effet, dès lors qu’un gène comporte plus de deux exons, des processus 
d’épissages alternatifs peuvent être mis en place. Ils constituent le mécanisme le plus utilisé 
pour augmenter la diversité protéique chez les eucaryotes supérieurs (Graveley, 2001; Smith 
and Valcarcel, 2000). La proportion de gènes humains subissant un épissage alternatif est 
estimée désormais à plus de 40% par des analyses d’EST (Modrek et al., 2001). Mais ces 
analyses sous-estiment vraisemblablement la fréquence de l’épissage alternatif. En outre, de 
nombreux évènements d’épissage alternatif sont très rares et n’adviennent que dans un type 
cellulaire ou à un stade développemental précis, ce qui indique une régulation fine et précise 
de l’épissage alternatif (Modrek et al., 2001; Smith and Valcarcel, 2000). Tous ces biais 
suggèrent qu’au moins la moitié des gènes humains subit en réalité un épissage alternatif. Il 
faut également considérer le nombre d’isoformes d’ARNm pouvant être produits à partir d’un 
unique gène par épissage alternatif. A titre d’exemple, extrême certes, 38 016 ARN messagers 
distincts peuvent être synthétisés à partir du gène Dscam (Drosophila down syndrome cell 
adhesion molecule)  de la Drosophile (Schmucker et al., 2000). L’épissage alternatif de ce 
gène est en outre régulé tout au long du développement, et de façon spécifique du tissu 
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(Celotto and Graveley, 2001). Les transcrits sont ensuite maturés et traduits. Cet exemple 
témoigne ainsi de l’importance de l’épissage alternatif, et dans certains cas de l’édition de 
l’ARNm, dans la diversification et l’accroissement de la taille du protéome (Graveley, 2001; 
Modrek et al., 2001; Smith and Valcarcel, 2000). Ainsi, une fraction significative des gènes 
des eucaryotes supérieurs pourrait donner naissance à plus d’une protéine, ce qui pourrait 
expliquer le paradoxe de la relation entre nombre de gènes et complexité d’un organisme 
(Graveley, 2001). 
En outre, et de manière générale, il apparaît que la très grande majorité des messagers 
alternatifs identifiés conduisent à une fonctionnalité pertinente d’une point de vue biologique 
et hautement spécifique, et ce, aussi bien pour les messagers issus de gènes conservés que de 
nouveaux gènes spécifiques des Primates (Modrek et al., 2001). 
 
 
3.2.  … mais pas seulement ! 
Nous avons montré comment l’épissage alternatif contribue à la diversification et à 
l’expansion du protéome des eucaryotes supérieurs. Mais ce mécanisme versatile de 
régulation de l’expression des gènes peut également altérer l’expression desdits gènes par 
introduction d’un codon stop prématuré (Smith and Valcarcel, 2000). Ceci se produirait dans 
19% des cas d’épissage alternatif, du fait d’un décalage de phase de lecture consécutif à 
l’épissage alternatif (Modrek et al., 2001). 
Il apparaît en outre que 15% des pathologies génétiques humaines sont causées par des 
mutations affectant des sites d’épissages fonctionnels ou en créant de nouveaux (Smith and 
Valcarcel, 2000). 
Enfin, il a été proposé que l’épissage alternatif pourrait également toucher des régions 
ou des messagers non traduits et affecter ainsi la localisation cellulaire de l’ARN messager ou 
sa stabilité. Plus d’un quart des épissages alternatifs concernent en effet des sites localisés 
dans les régions non traduites (22% en 5’UTR et 4% en 3’ UTR) (Modrek et al., 2001). 
 
3.3. Qu’en est-il pour les transcrits PMCHL et GUSL ? 
Nous avons mis en évidence un épissage alternatif des messagers GUSL, excluant 
l’exon 5. Cet épissage est identifié à tous les stades développementaux et dans tous les tissus 
analysés. En outre, les formes épissées sont relativement abondantes, notamment dans les 
tissus centraux. Nous montrons par ailleurs que les messagers présumés constitutifs des gènes 
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GUSL codent potentiellement pour une protéine. L’exclusion de l’exon 5 par épissage 
alternatif  conduirait alors à une protéine de plus petite taille, mais conservant les extrémités 
N et C-terminales de la protéine supposée constitutive, puisqu’elle maintient le cadre de 
lecture. Un grand nombre d’expériences restent à effectuer pour déterminer l’exacte fonction 
de ces protéines putatives, mais il est probable que cet épissage alternatif conduirait à une 
invalidation de la protéine constitutive, plus qu’à une diversification du protéome. La protéine 
issue de la traduction du messager épissé est en effet de petite taille (moins de 70 acides 
aminés) et le seul domaine peptidique identifié dans la protéine constitutive en est absent. 
Enfin, l’hypothèse d’un épissage alternatif altérant les messagers eux-mêmes ne peut, à ce 
stade, être exclue. 
Les épissages alternatifs décrits pour les messagers PMCHL sont plus nombreux et 
moins conventionnels, utilisant des sites d’épissages non consensuels, parfois même au sein 
d’exons constitutifs. Ils n’aboutissent en outre en aucun cas à une éventuelle modification 
protéomique. Il s’agirait donc vraisemblablement de la génération d’une grande diversité de 
messagers, susceptibles d’être adressés et stabilisés de manière différentielle. De façon tout à 
fait significative, cette grande diversité des isoformes transcriptionnelles de PMCHL chez 
l’Homme est essentiellement concentrée dans les testicules. De manière générale, une grande 
diversité de transcrits, de différents gènes et issus d’épissages alternatifs, est observée dans ce 
tissu. Ainsi, de ce point de vue, les gènes PMCHL semblent davantage en recherche de 













Les processus évolutifs des génomes retiennent l’attention de la communauté 
scientifique du fait de leur implication dans l’évolution des espèces. En particulier, de façon 
tout à fait anthropocentrique, l’évolution des Primates fait l’objet de nombreuses études. 
Ainsi, les gènes spécifiques des Primates pourraient constituer l’un des éléments déterminants 
des particularités de ces espèces. 
 
 
Mes travaux de thèse ont principalement porté sur l’étude de deux familles de gènes 
« chimériques » spécifiques des Primates. Leurs structures, leurs histoires évolutives et leurs 
expressions ont été examinées, et de nouveaux outils ont été développés à ces fins. Nous 
pouvons ainsi proposer deux modèles évolutifs tout à fait originaux, reposant sur des 
mécanismes distincts et présentant des caractéristiques structurales et transcriptionnelles 
différentes. Dans le contexte actuel des séquençages de génomes entiers et d’analyses des 
gènes chimériques à grande échelle, les études portant sur ces gènes constituent également 
deux des quelques exemples approfondis et complets de gènes spécifiques des Primates. Ces 






Différentes perspectives s’ouvrent alors. 
L’étude des familles de génes « chimériques » spécifiques des Primates PMCHL et 
GUSL est et sera poursuivie afin d’examiner plus précisément leurs capacités 
transcriptionnelles et traductionnelles. L’expression de ces gènes sera également analysée 
dans le contexte de différentes pathologies spécifiques de l’Homme, telles que les maladies 
neurodégénératives d’Alzheimer et de Parkinson. 
D’autres familles de gènes de ce type seront étudiées et finement détaillées. Le choix 
de ces modèles de gènes spécifiques des Primates s’effectuera en collaboration avec 
différentes équipes de recherche européennes dans le cadre du projet de recherche APES. 
Finalement et globalement, les caractéristiques des gènes spécifiques des Primates 
(dont le nombre est estimé à moins d’un millier) seront examinées d’un point de vue 
structural, comme cela a été initié par l’étude des gènes chimériques, mais également du point 
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dA comparative analysis of the structure of the melanin-concentrating hormone (MCH) precursor reveals that this sequence has been subjected
o a higher selection pressure in mammals than in teleosts, suggesting that the structural constraints have not been the same throughout the
ertebrate lineage. In contrast, the MCH peptide sequence has been very well conserved in all species. A sensitive and reproducible eel
kin assay was developed and allowed us to define the structural features needed for a full MCH bioactivity. It was shown that the minimal
tructure carrying the critical residues was the same in fishes and in mammals. A pharmacological approach confirmed that MCH receptor
ctivation decreased the cAMP levels in the fish skin, but this effect appeared to be independent from a Gi protein. We propose that one of
he intracellular signaling pathways of the MCH receptor in fish skin is the activation of one or several cellular phosphodiesterases.
2004 Elsevier Inc. All rights reserved.
eywords: MCH; MCH receptor; Pro-MCH gene; Pro-peptide gene evolution; MCH signaling
. Introduction
Melanin-concentrating hormone (MCH) is a cyclic pep-
ide that is found in the brain of many vertebrate taxa, the
ost studied being teleosts and mammals (recently reviewed
n [32,35]). The peptide was originally discovered on the ba-
is of its pigment aggregation property in salmon fish skin
nd characterized as an heptadecapeptide [38]. The ability of
CH to aggregate melanin is not confined to teleost fishes
ince holostean fishes also respond to this peptide [77]. How-
ver, there is no evidence that MCH plays a major role as
neurohypophysial hormone in color change other than in
eopterygians, suggesting therefore that its skin paling func-
ion evolved later and uniquely in a group ancestral to teleosts
∗ Corresponding author. Tel.: +33 4 93 95 7753; fax: +33 4 93 95 7708.
E-mail address: nahonjl@ipmc.cnrs.fr (J.-L. Nahon).
1 Equal contributors.
and holosteans (reviewed in [32]). In mammals, MCH is a
nonadecapeptide that displays strong sequence conservation
in the ring structure with the salmon counterpart [87]. In the
rat brain, most MCH perikarya are located in sub-zona incerta
(ZI) and lateral hypothalamus area (LHA) and project widely
throughout the brain, from the olfactory bulb to the spinal
cord and with particular abundance in hypothalamic areas,
parts of the extrapyramidal system and the reticular formation
of the brainstem [11,79]. This broad distribution of MCH pro-
jections suggested early on that the peptide could be involved
in many brain functions [11]. The recent studies using in-
tracerebroventricular injections of MCH agonists/antagonists
[14,23,67,83] and MCH transgenic mouse models [48,76,78]
support a major role for MCH in the central regulation of feed-
ing behavior as well as energy homeostasis. However, MCH
could be also implicated in other goal-oriented behaviors,
such as drinking [21], sleeping [88], reproduction [29,58,85],
sensorimotor-integration [42,52] and general arousal [55].
196-9781/$ – see front matter © 2004 Elsevier Inc. All rights reserved.
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Detailed reviews on the functions of MCH in fishes and mam-
mals may be consulted [8,32,35,41,59].
MCH is generated after cleavage at a dibasic amino acid
site in the C-terminal part of a precursor of 132 amino
acids (AA) in salmonids [53,61,62] and 165 AA in mam-
mals [60,66]. Apart from MCH, additional peptides could be
liberated from pro-MCH. Indeed, cleavage at a Arg99Arg100
site may generate a 13 AA-peptide named Mch-gene-related
peptide in trout (Mgrp; [10]) or neuropeptide (N)-glutamic
acid(E)-valine(V) in coho salmon [61]. The largest Mgrp, of
22 AA, is produced in tilapia [33]. In mammals a 13 AA
amidated peptide named neuropeptide (N)-glutamic acid(E)-
isoleucine(I) is produced together with MCH in hypothalamic
neurons [60,64]. While the functions of Mgrp/NEV remained
elusive in teleost fishes, the peptide counterpart in mammals,
i.e. NEI, has been associated with the regulation of the stress
response and anxiety [13,28] and behavioral effects such as
grooming, locomotor activities and female sexual receptivity
[28,73].
Initial efforts to characterize the MCH receptor(s) either
in fish or mammalian systems were largely restrained due to
the lack of a suitable binding assay associated with the highly
hydrophobic nature of MCH and its high sensitivity to degra-
dation (reviewed in [75]). The use of an MCH analog named






























A second MCH receptor, called MCH-R2, was initially
identified in humans by in silico studies [56] (reviewed in
[15,26,35,65]), and more recently in fishes [47] but is appar-
ently lacking in rats and mice [84]. MCH-R2 displays only
38% sequence identity to the MCH-R1 and exhibits a partly
distinct expression profile in the human brain and peripheral
tissues (reviewed in [35]). Furthermore, analysis of the sig-
naling profile of human MCH-R2 in heterologous cell lines
suggests that this receptor couples quite exclusively to Gq
protein to increase intracellular Ca2+ levels. The functional
importance of MCH-R2 remains elusive due to the lack of an
appropriate animal model.
Paradoxically, MCH receptor structure and signaling in
fish models remain poorly studied. Both MCH-R1 and MCH-
R2 orthologues, named mchr1 and mchr2, were recently iden-
tified by data mining in genomes of the zebrafish and the
pufferfish Fugu [47]. A third MCH-R gene was found in ze-
brafish and could result from a duplication of MCHR1 gene
which probably occurred specifically in the zebrafish lineage.
Interestingly, the mchr1a gene is expressed only in embryo
while mchr1b and mchr2 mRNA can be detected at all stages
of zebrafish development.
Information regarding the intracellular pathways activated
by MCH-R in fish is rather sparce. MCH triggers melanosome






















gn various mammalian cells lines including melanoma cells
24] and SVK-14 keratinocyte cells [18]. However, the low
eliability of the binding properties using this analog and
f intracellular signaling associated with the [Phe13, Tyr19]-
CH binding, made the overt expression of functional MCH
eceptors in these cells highly questionable [7,43].
The first MCH receptor (named here MCH-R1) was
dentified almost simultaneously by several laboratories, us-
ng a “reverse-pharmacology” strategy [19,70]; reviewed in
15,26,35,65]. This receptor corresponds to a splice vari-
nt of a G-protein-coupled-receptor (GPCR) orphan named
LC1/GPR24 [44]. MCH-R1 mRNA and protein are widely
istributed in the rat and mouse brain, in agreement with the
ajor projection sites of MCH neurons [36,40]. In particu-
ar, very high expression of MCH-R1 is found in hypothala-
ic ventromedial and dorsomedial nuclei, both major regions
hat regulate feeding. The importance of MCH-R1 express-
ng neuronal pathway in the regulation of feeding behavior
nd energy balance was recently supported by targeted dis-
uption of the MCH-R1 gene in mice, that results in a lean
henotype associated with hyperactivity [20,49], and the use
f non-peptidic antagonists that selectively block MCH-R1
nd inhibit MCH-induced food intake in the rat [14,83].
In transfected cells models, MCH-R1 couples to multiple
proteins including Gi, Go and Gq; MCH may therefore
otentially inhibit cAMP production induced by forskolin,
ctivate MAP kinase activity, and increase intracellular free
a2+ levels [34,65]. In mammalian cells that express MCH-
1 endogenously, MCH stimulates mainly the MAPK path-
ay [16,71,74] but it may also inhibit [71] or potentialize
82] the forskolin-induced cAMP production.ranchus marmoratus [1] and inhibition of adenylate cyclase
ctivity in the cuckoo wrasse [81], peppered catfish and Nile-
ilapia [63].
In this study, we compared first the sequences of pro-MCH
n mammalian and fish species in order to identify conser-
ation in broad structures and motifs. Second, we used an
el skin assay to assess the effect of salmon and rat/human
CH analogues on pigment aggregation. Finally, we refined
he downstream effector pathways activated by MCH in the
ame eel skin model.
. Materials and methods
.1. DNA samples
DNA samples from individual primates (Tarsius syrichta,
aguinus oedipus, Cercopithecus aethiops, Hylobates Lar,
an troglodytes and Pan paniscus) were kindly provided
y Philippe Dijan (CEREMOD, Dijon, France). Human
NA samples were prepared and stored as reported [17].
enomic DNA was isolated from the occipital cortex of
Macaca mulatta (provided by Christian Gross (Bor-




Oligonucleotides were purchased from Eurogentec (Bel-
ium). The primers used to amplify the MCH gene (∼1.5 kb
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from exon 1 to 3) are the following. hMCHF2: 5′-
TCAAGACTATAATCTACTCAACAG-3′ and hMCHR2: 5′-
TGATACATCTTAACACTACTTTCTTTT-3′.
2.2.2. PCR conditions
One hundred to two hundred nanograms of genomic DNA
were added to PCR reaction solution following the sup-
plier protocol (LA TAQ,TaKaRa), in a total volume of 25l.
Thirty-five cycles of amplification were carried out as fol-
lows: 30 s at 96 ◦C (denaturation), 30 s at 56 ◦C (annealing),
2 min at 72 ◦C (extension). A final extension step of 7 min at
72 ◦C was performed.
2.3. Sequencing
The DNA sequence of PCR-amplified fragments was de-
termined from double-strand DNA using the Ampli Taq Poly-
merase FS and the Big Dye Terminator sequencing kit (Ap-
plera) and a Perkin Elmer ABI PRISM 377 sequencer.
2.4. Sequence alignments
Sequences obtained from the databases (NCBI and EBI)
and PCR fragments sequenced were aligned in SEAV-

























The rate and extent of aggregation were quantitated by
video image analysis: skin pieces were viewed with a 80 mm
lens and imaged in grey-scale with a DCC video camera (JCV
KYF55B) into the NIH Image public software (National Insti-
tutes of Health). The state of pigment dispersion/aggregation
was quantitated just before, and 1 h after addition of MCH or
MCH-derived peptides, using the average pixel value (APV)
of the skin pieces. The APV were from 0 (white pixel) to 256
(black pixel). Measured on whole skin pieces, the maximal
(fully-dispersed state) and minimal (fully aggregated state)
APV measured under our experimental conditions were 170
and 0.4, respectively. The melanophore response to MCH
or peptide analogues were calculated as the ratio APV (1 h
after)/APV (before) × 100.
2.7. Cyclic AMP measurements
Skin pieces in wells of a 24-well plate were treated with
0.2 mM isobutylmethylxantine (IBMX) for 15 min before ad-
dition of MCH and/or forskolin for 5 min. Incubations were
stopped by rapid freezing in liquid nitrogen. Skin pieces were
then homogenized in 3 ml 10% trichloracetic acid (TCA) us-
ing a polytron homogeneizer. The homogenates were cen-
trifuged at 5000 × g for 10 min at 4 ◦C. Supernatants were



















two species of eutherians mammals (rat and human) and
wo species of Clupeocephala teleosts fishes (zebrafish and
ugu), respectively, considering a gap insertion as a misalign-
ent. Only the perfectly matched amino acids were consid-
red positive. The percentages given represent the number of
atched amino acids compared to the total number of carac-
ers (amino acids and gaps) in the alignment.
.5. Fish skin preparation
Freshwater eels (Anguilla anguilla) were bought at a local
ealer and kept for 1–3 weeks in aerated fresh water. Animals
rom both sexes were used.
The day before experiments, one eel was anesthetized by
mmersion for about 15 min in ice-cold water, and subse-
uently killed by decapitation. The whole skin was peeled
ff, and pieces were stamped out from the dark area of
he skin using a punch having a diameter of 6 mm. They
ere kept overnight at 4 ◦C in a Hepes-buffered saline,
H 7.4, containing 10 mM Hepes, 120 mM NaCl, 2.7 mM
Cl, 1.8 mM CaCl2, 1.8 mM MgCl2 and 5.6 mM d-glucose.
Melanocyte-stimulating hormone (MSH) at low concen-
ration (10−11 M) was systematically added to the saline in
rder to obtain a fully-dispersed state of melanophores pig-
ents.
.6. Photometric measurements of pigment aggregation
The day of the experiment, skin pieces were individually
laced in a well of a plastic 24-wells cell culture plate which
ad been previously coated with dimethyl dichlorosilane.queous phase were finally lyophilised. The cAMP content
f the dried pellets were measured using the cAMP RIA kit
rom Immunotech (Marseille, France), following the manu-
acturer’s recommendations. Data are expressed as means ±
.E.M.
.8. Peptides and chemicals
All the peptides used were from Neosystem SA (Stras-
ourg, France). Chemicals were from Sigma-Aldrich.
.9. Statistics
All results are expressed as mean ± S.E.M. of n obser-
ations. Sets of data in Figs. 4 and 5 were compared with
tudent’s t-test.
. Results and discussion
.1. Pro-MCH evolution
The MCH gene was amplified and sequenced from eight
rimate species, including human. As shown in Fig. 1, it ap-
ears that the intron/exon structure is fully conserved among
ll the primate and rodent species (mouse, rat). Moreover, the
ntronic sequences evolved neutrally whereas the exons are
ell conserved (not shown).
In mammals, both the peptides MCH and NEI are per-
ectly conserved, suggesting the existence of strong struc-
ural constraints on these two sequences. The prodomain is
1626 B. Cardinaud et al. / Peptides 25 (2004) 1623–1632
also highly conserved (rat/human identity: 76%), even if no
known function is associated with it. The teleost sequences
were all retrieved in silico, either by data mining (Fugu and
zebrafish sequences) or directly from the NCBI GenBank ac-
cession (other fishes). The MCH peptide, and particularly the
loop (which is responsible for the interaction with the recep-
tor; see below) is also very well conserved in all the available
teleost sequences (Fig. 2). The only differences concern a few
residues in the N-terminal and C-terminal parts (see Fugu
and Oreochromis sequences, respectively). In great contrast,
there is virtually no structural conservation in teleosts of the
sequence which is homologous to the peptide NEI, raising
the possibility that this sequence is not functional in this lin-
eage. A previous study suggested that this sequence, called
NEV or Mgrp, was processed and released in Tilapia [33],
but its function remained unknown. The rest of the propep-
tide shows virtually no sequence conservation, and a proper






As previously described [59], it is almost impossible to
match the teleost and mammals precursors.
All the teleost studied belong to theClupeocephala group,
which diverged 145 million years ago [5]. The rodent lin-
eage and the primate lineage diverged around 100 million
years ago [2]. Although having approximately the same time
of divergence, it is clear that the prodomains sequences
evolved much more rapidly in the teleost group than in
mammals. In other words, this sequence is under higher
structural constraints in mammals than in fishes. This man-
ifestation of a strong evolutionary pressure in the mam-
mals lineage could be generalized to other neuropeptide sys-
tems: the precursors of neuropeptide Y (NPY), somatostatin
(SRIF) and corticotropin-releasing factor (CRF) are also
more conserved in the mammalian lineage than in the teleosts
(Table 1).
The interpretation of such a phenomenon is hypothetical:
sequence and structural similarities have been identified inig. 1. MCH precursor in mammals. The MCH precursor sequences of 10 eutherians
re highlighted in grey. The MCH and NEI peptides sequences are boxed, and the
he extent of each exon coding for the amino acid sequence are delineated. Homo S
ylobates lar; Cerco: Cercopithecus aethiops; MacMu: Macaca mulatta; Saguinu
us: Mus musculus.species are aligned. The matched aminoacids (throughout all the sequences)
accession numbers, when available, are noted at the end of the sequences.
a: Homo sapiens; PanTro: Pan troglodytes; PanPan: Pan paniscus; HyloLar:
s: Saguinus oedipus; Tarsius: Tarsius syrichta; Rattus: Rattus norvegicus;
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Fig. 2. MCH precursor in teleosts. The MCH precursor sequences of seven clupeocephala species are aligned. Note that there are two sequences for each of
the Oncorhynchus, due to the polyploidization of their genome. The matched aminoacids (throughout all the sequences) are highlighted in grey. The MCH
peptide sequence is boxed, and the accession numbers, when available, are noted at the end of the sequences. Onco Ts: Oncorhynchus Tshawytscha; Onco
Keta: Oncorhynchus Keta.
subsets of regulated secretory proteins [22]. Neuroendocrine
peptides which are released along the regulated secretory
pathway have several structural features in their prodomain
which are known to contribute to the correct processing and
sorting of the bioactive peptides. Well documented examples
include: the importance of the secondary structure [54,57],
some post translational modifications (i.e. disulfide loops
[30]), and consensus sequences interacting with carboxypep-
tidase E [31]. Since no fundamental difference between the
sorting/processing of fishes and mammals peptides in gen-
eral have ever been demonstrated, a simple explanation for
such a difference in the evolution rates is not apparent. The
MCH system could represent an interesting model in this re-
spect since its function is largely different in fishes (where it
is principally a neurohormone liberated in the general circu-
latory system from the neurohypophysis) from that in mam-
mals (which use MCH mainly as a neurotransmitter). This
“endocrine to nervous” switch of the peptide could have par-
allel modifications in the regulation of the sorting/processing
mechanisms.
3.2. The eel skin assay
The skin covering the dorsal part of the eel body has
a homogenous dark coloring. This allowed us to pre-
pare, from a 40 to 50 cm long animal, up to 200 round
skin pieces of 30 mm2, having an identical coloring, and
thus containing the same proportions of chromatophores
(essentially melanophores and xanthophores). When they
were kept in a physiological saline solution, these pieces
underwent pigment aggregation in 1–2 h, resulting in a
slight pallor. Thus, the pigment aggregation induced by
MCH, MCH-derived peptides or norepinephrine was sys-
tematically measured on pieces which had been previ-
ously treated overnight with a low dose (10−11 M) of
MSH.
The assay we developed, based on the measurement of the
average density (average pixel value, APV) of a skin piece
just before, and 1 h after the treatment with MCH or other
aggregating agents, was highly sensitive and reproducible
(Fig. 3A).
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Table 1
Percentages of identity of the aminoacids sequences from several neuropep-
tide encoding precursors
Pro-MCH Pro-NPY Pro-SRIF Pro-CRF
Rattus/Homo 80 94 96 78
Fugu/Danio 38 63 54 53
The compared species are on the one hand Rattus norvegicus and Homo
sapiens representing eutherians mammals, and on the other hand Takifugu
rubripes and Danio rerio representing clupeocephala teleost fishes.
Typical log-dose–response curves are shown in Fig. 3B.
With both salmon and rat/human peptides, the maximum re-
sponse was observed at 10 nM, and EC50 values were around
0.5 nM. In contrast to other teleost species, MCH had only a
pigment-aggregating action in Anguilla, even at the highest
dose tested. This was confirmed by microscopic observations
of skin pieces, which revealed that all the chromatophores
(melanophores and xanthophores) were fully aggregated at
10M (not shown).
This ruled out the existence in Anguilla of a low affinity
MCH receptor subtype specifically responsible for a dispers-
ing effect of the peptide, as the “-MCH receptor” suggested
in the peppered catfish and the Nile tilapia [63].
Depending on the season and the origin of animals, the
skin color can vary from brown–green (“yellow stage”) to
dark brown–blue (“silver stage”). Thus, the APV of skin
pieces can vary from animal to animal. However, the MCH
EC50 values were all in the nM range and did not depend









3.3. MCH6–17 is necessary and sufﬁcient for
melanosome aggregation
Different assays based on fish melanophores have been
used in the past to decipher the structure-function relation-
ships of MCH. Numerous analogues of salmon MCH have
been prepared, and used in various fish scales bioassays
[39,45,46,51].
Those studies showed that the biological activity did not
depend upon the peptide N- and C-termini. The cyclic core
was essential, any deletion into it having a deleterious effect,
but it was generally not sufficient for a complete bioactivity
[25].
The most detailed structure–activity studies have been per-
formed recently on stable cell lines expressing either mam-
malian MCH-R1 or MCH-R2 [6,9,80]. Experiments of ligand
binding, second messengers measurements, and [35S]GTPS
binding, have allowed the structural elements crucial for bind-
ing and receptor activation to be identified, and have partic-
ularly highlighted the crucial role of Arg6 (Arg4 in salmon
MCH) in the formation of ligand–receptor complexes. The
importance of Trp17 in mammalian MCH is more controver-
sial since it was shown to be essential [6] or not essential [9]
for a full binding/activity at MCH-R1. The role of the homol-






















mig. 3. MCH induced pigment aggregation in Anguilla skin. (A) Descrip-
ion of the assay. A representative skin piece (Ø 6 mm) before, and 1 h
fter treatment with MCH. The average density (measured as the ‘av-
rage pixel value’ using NIH Image 1.6) is measured at t = 0 and t =
h. (B) Typical log dose–response curves for rat/human () and salmon
) MCH-induced melanosome aggregation. The response is expressed as
(APVt = 1 h/APVt = 0)× 100]. Each point indicates the mean ± S.E.M.
f measurements on four different skin pieces from the same animal.
t
v
uhe fish bioassay used [25].
In order to compare the pharmacological profiles of the
el skin MCH receptor to mammalian MCH-R1 and MCH-
2, the abilities of mammalian MCH, salmon MCH, [Phe13,
yr19]MCH and MCH6–17 to induce a melanosome aggre-
ation were assessed. As shown in Table 2, the EC50 for
ammalian MCH, salmon MCH and MCH6–17 were exactly
he same in the eel skin assay (1.3 nM). In contrast, [Phe13,
yr19]MCH was slightly less effective (5.3 nM), confirming
he importance of the side group on Tyr13 (corresponding to
yr11 in salmon MCH) for peptide–receptor interaction.
When acting on mammalian MCH-R1 and MCH-R2, both
almon MCH and [Phe13, Tyr19]MCH have higher EC50 than
ammalian MCH and MCH6–17.
These comparative results do not provide enough cues to
now if the fish skin MCH receptor is orthologous to MCH-
1 or MCH-R2, but it is clear that the critical residues nec-
ssary for the agonistic activity of MCH at its receptor(s) are
arried by the same minimal structure (the cyclic MCH6–17)
n fishes and mammals, in spite of several hundred million
ears of separate evolution.
.4. MCH receptor activation induces a cyclic AMP
eduction which is partially independent of Gi
Probably because of the highly adaptative function of color
hanges in lower vertebrates, the pigment movements in chro-
atophores are tightly controlled by both the nervous and
he endocrine systems. Several transduction pathways are in-
olved in the microtubule- and actin-based pigment gran-
les transport systems. The cyclic AMP, IP3/diacylglycerol,
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Table 2
Characterization of MCH and MCH-derived peptides response on the eel skin assay (comparison with human MCH-R1 and MCH-R2)
Compound Sequence Eel skin assay EC50 (nM) MCH-R1/SLC1 EC50 (nM) MCH-R2/S643b EC50 (nM)
MCH DFDMLRCMLGRVYRPCWQV 1.3 ± 0.3 (n = 14) 1.8 ± 0.8 9.5 ± 2.2
Salmon MCH DT-M-RCMVGRVYRPCWEV 1.3 ± 0.3 (n = 12) 3.2 ± 0.7 15.2 ± 0.6
[Phe13, Tyr19]MCH DFDMLRCMLGRVFRPCWQY 5.3 ± 2.6 (n = 3) 3.2 ± 0.7 11.7 ± 1.7
MCH6–17 RCMLGRVYRPCW 1.3 ± 0.8 (n = 6) 2.1 ± 0.1 2.3 ± 0.8
Potencies are given as means of EC50 values±S.E.M. obtained from separate n concentration–response curves. Results for MCH-R1/SLC1 and MCH-R2/S643b
are from [69].
MAP kinase and phosphoinositide 3-kinase pathways have
been shown to be crucial for the control of pigment move-
ments [3,4,50,68] depending on the model studied (teleost
or amphibian chromatophores), and on the agent used to in-
duce pigment movements (MCH, norepinephrine, melatonin,
nerve stimulation or light for aggregation; MSH for disper-
sion).
Previous articles have proposed that MCH could act
through the activation of a Gi protein. [63,81]. This is in
agreement with the paling effects of agents known to act
through Gi proteins (melatonin, norepinephrine when act-
ing at 2 receptors), and with the known role of PKA in reg-
ulating pigment transport [68,72,86]. We confirm that MCH
is indeed able to reduce the cAMP levels in eel skin pieces:
MCH (100 nM) significantly inhibited the forskolin-induced
intracellular cAMP (Fig. 4). This result was confirmed by
three independent experiments showing a statistically signif-
icant effect (P < 0.05) of MCH on the skin cAMP levels, even
in the absence of forskolin (not shown).
These results must take into account the fact that the chro-
matophores are found only in the dermis layer and represent
only a small percentage of the cells in the skin pieces and thus
presumably make only a small contribution to the total cAMP.
One can assume that at the level of a single chromatophore,





















Fig. 4. Effect of MCH on the cAMP content. Dose–response effect of
forskolin on cAMP content of eel skin pieces treated () or not treated
() with 100 nM MCH. Forskolin and MCH were applied for 5 min. *Dif-
ferent from the control at P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 (Student’s
t-test).
lar transduction pathway(s), which also contribute to skin
pallor.
The confirmation that MCH could activate chro-
matophores PDE needs further experiments. However, this
hypothesis could explain how MCH might reduce cAMP
levels by a Gi-independent pathway. Furthermore, it has
been demonstrated recently that melatonin induces pigment
aggregation in Xenopus melanophores through a melatonin
Mel1c receptor able to activate the phosphoinositide 3-kinase
Fig. 5. Effect of pertussis toxin (PTX) treatment on the MCH-induced ag-
gregation. Skin pieces were treated with PTX (0.5g/ml) overnight at 4 ◦C,
before challenging with MCH (100 nM) or norepinephrine/prazozin (10M
each). Pertussis toxin-mediated ADP-ribosylation of Gi proteins had no ap-
p
a
(oxin (PTX) was used to block (by causing ADP-ribosylation)
he Gi protein expressed in eel skin. Overnight treatment
ith 0.5g/ml PTX completely blocked the melanin aggre-
ation induced by adrenergic2 receptor activation, achieved
ith a mixture of norepinephrine (1/2 adrenergic receptor
gonist) plus prazozin (1 adrenergic receptor antagonist). In
ontrast, PTX was ineffective in blocking the MCH-induced
ggregation, suggesting that the MCH-induced reduction in
AMP levels might be independent of canonical Gi proteins.
he activation of a PTX-insensitive G-protein, like Gz [37]
annot be ruled out, but one can also hypothesize that MCH
ctivates one or several cyclic nucleotide phosphodiesterase
PDE).
Pre-treatment of skin pieces with increasing concentra-
ions of the general PDE inhibitor IBMX revealed that the
ffect of 100 nM MCH was impaired, although not com-
letely blocked by the highest concentration of IBMX tested
Fig. 6). This shows that MCH cannot exert its full effect
hen the cAMP levels are experimentally up-regulated by
nhibiting PDE. However the result also suggests MCH may
ct on eel melanophores by activating additional intracellu-arent effect on the MCH response (left), while it completely blocked the
drenergic 2 response (right). ***Different from the control at P < 0.001
Student’s t-test).
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Fig. 6. Effect of IBMX treatment on the effect of MCH. Skin pieces were
treated with 0.01–1 mM IBMX for 30 min before measurement of pigment
aggregation induced by MCH (100 nM). The paling effect of MCH was
significantly less intense (***different from 0.01 mM IBMX at P < 0.001)
when PDE were inhibited by 1 mM IBMX.
via G, which directly or indirectly activates PDE [3]. PI-
3 kinase is also involved in the effect of melatonin in the
melanophores of the fish Labrus bimaculatus (cukoo wrasse)
[3], and we can hypothesize that such a mechanism is at least
in part responsible for the MCH-induced reduction of cAMP
levels in the Anguilla skin.
4. Conclusion
First, our sequence comparison analysis has demonstrated
strong conservation in the MCH precursor apart from the
MCH sequence itself, selectively in the mammalian lineage.
This suggests that this domain may have important functions
in mammals independently from MCH peptide processing.
Second, because of the lack of reliable cell models express-
ing endogenously the mammalian MCH receptors R1 and R2,
the informations regarding the signaling pathways and cellu-
lar functions of those receptors come essentially from trans-
fected cells. In this respect, the results which can be obtained
from a fish skin model are of great interest, as we have tenta-
tively showed here. However, an important issue would be to
define which subtype (MCH-R1 or MCH-R2) is responsible
for the MCH-induced pigment granule translocation. The two
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Synthèse
D epuis les temps anciens et tout le long de son histoire l'homme s'est interrogé sur son origine et sur sasingularité de roseau pensant. Pour le biologiste et tout particulièrement le généticien, la réponse à cette
difficile question doit essentiellement être trouvée dans l'analyse structurale et fonctionnelle du support de notre
hérédité, l'ADN. Notre vision anthropomorphique du monde vivant nous a donc conduit à lancer dans la dernière
décennie une entreprise scientifico-industrielle qui a abouti à la parution simultanée en 2001 de deux « brouillons »
de séquences globales de notre génome. Pour les aficionados, la séquence consensuelle, quasi achevée, du
génome humain est actuellement librement consultable [1].
Ce que nous apprend le génome du
chimpanzé
et des autres primates
La publication de la première séquence complète du génome du chimpanzé était
fortement attendue. Comment ne pas penser, en effet, qu'elle pourrait éclairer
d'un jour nouveau les changements génétiques qui ont fait « s'évader » l'ancêtre
de l'homme moderne de la lignée des grands singes, voilà 5 à 6 millions
d'années ? Effectivement, notre cousin singe permet de mettre le doigt sur des
remaniements chromosomiques, des « pouponnières à gènes », qui semblent
avoir été à l'origine de gènes spécifiques de l'homme.
Page 1 sur 10Vivant - Le chimpanzé, son génome et l'homme
04/05/05file://C:\WINDOWS\Bureau\VIVANT%20editions\numero7\genome_chimpanzepdf.html
Toutefois cette séquence ne prend tout son intérêt que si on la compare à celles d'autres espèces. L'analyse
des génomes de la levure, du nématode (Caenorhabditis elegans), de la mouche drosophile, des poissons fugu
(Fugu rubripes et Tetraodon nigroviridis) ou même de la souris apporte des informations capitales sur les
événements et forces qui ont forgé les chromosomes et permis l'émergence de familles de gènes à des étapes
clés de l'évolution. Mais elle n'apporte guère de lumières sur les mécanismes qui ont présidé au développement
des fonctions propres aux Hominidés et tout particulièrement de l'Homo sapiens sapiens, seul représentant
actuel des Homininés.
La primauté aux primates
Comment, en effet, avec pour seul point de comparaison les génomes de la souris et de l'homme, aborder
l'étude des gènes responsables des modifications anatomiques qui ont permis la diversification et l'adaptation du
régime alimentaire en fonction des changements climatiques [2], l'apparition de la préhension puis de la bipédie
(libérant ainsi la main) [9], le développement spectaculaire du cerveau en concertation avec des modifications
des muscles et os faciaux [4]… pour aboutir in fine à l'émergence des fonctions cognitives les plus élaborées
comme le langage [5]. Il faut, pour cela, s'intéresser aux espèces « cousines » dans l'ordre des primates.
C'est ainsi que différents consortiums se sont attelés dès 1998 au séquençage du génome du chimpanzé
commun (Pan troglodytes). Une version encore inachevée est désormais en ligne [6,7]. Un certain nombre
d'études font déjà référence au génome de chimpanzé et en utilisent les données, notamment pour des
comparaisons avec les résultats obtenus pour l'espèce humaine. Deux études ont tenté une comparaison globale
des génomes humain et de chimpanzé [8,9]… mais elles ne sont pas exemptes de problèmes méthodologiques
(voir l'encadré ci-dessous).
Question de méthode
Quelle est la qualité des informations disponibles à ce jour sur le génome du chimpanzé ? Deux critiques majeures peuvent
être portées.
Tout d'abord, le choix du séquençage de multiples individus, exposé et défendu dans les articles princeps de lancement du
séquençage du génome de chimpanzé (1, 2), est fortement discutable, notamment pour l'étude de gènes qui ont été
dupliqués. Il est en effet difficile dans ces conditions de distinguer deux gènes paralogues (gènes dont les séquences sont
homologues et résultent de la duplication récente d'un même gène ancestral) et deux versions (allèles) du même gène portés
par différents individus !
Deuxième critique, le génome de chimpanzé comporte encore des « trous » de séquençage, particulièrement dans les régions
sujettes aux remaniements et aux duplications. Cela pourrait conduire à une mauvaise estimation des insertions/délétions
(« indels ») entre les génomes de chimpanzé et d'homme. En se basant sur les séquences disponibles en 2002 puis 2003, et
en tenant compte de la totalité des séquences (indels inclus), Roy Britten, du CalTech (Californie) a proposé une valeur
minimale d'environ 5 % de divergence entre les génomes du chimpanzé et de l'homme, valeur due essentiellement aux indels
(3,4). Nous sommes donc très éloignés du 1,2 % de divergence proposé initialement en utilisant la première séquence de
génome de chimpanzé publiée et en omettant justement les indels (5).
Plus généralement, ces études soulèvent le problème de la fiabilité des séquences réalisées selon la méthode du « whole
genome shotgun » (WGS), un problème qui se pose d'ailleurs encore pour la séquence du génome humain assemblée selon
cette méthode. Comme indiqué dans une étude parue en octobre 2004 par l'équipe d'Evan E. Eichler (Université de
Washington, Seattle), l'utilisation exclusive de cette méthode conduit à une diminution significative de la taille du génome du
fait de la perte des gènes insérés dans les duplications et, par voie de conséquence, à une vision erronée de la structure et de
l'évolution des génomes (6). Il est donc primordial de séquencer des chromosomes artificiels (BAC), de manière à déterminer
la séquence de grandes régions d'une seule et même molécule d'ADN.
(1) D. Reich et S. Lander (2002) Sequencing the Chimpanzee genome
http://genome.wustl.edu/projects/chimp/ChimpGenome2.pdf.
(2) M. Olson et al. (2002) A white paper advocating complete sequencing of the genome of the common chimpanzee,
Pan Troglodytes
http://genome.wustl.edu/projects/chimp/Chimp_genome1_editted.pdf.
(3) R. J. Britten (2002) Divergence between samples of chimpanzee and human DNA sequences is 5%, counting indels, PNAS
99:13633-13635.
http://www.pnas.org
(4) R. J. Britten et al. (2003) Majority of divergence between closely related DNA samples is due to indels, PNAS 100:4661-
4665. http://www.pnas.org
(5) A. Fujiyama et al. (2002) Construction and analysis of a Human-Chimpanzee comparative clone map, Science 295
(5552):131-4.
(6) X. She et al. (2004) Shotgun sequence assembly and recent segmental duplications within the human genome, Nature 431
(7011):927-30.
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Chromosomes homologues
Pour éviter ces problèmes, d'autres travaux ont analysé un seul chromosome dans l'une des espèces et les
séquences « synténiques » (homologues entre deux espèces) dans l'autre. Ainsi, le chromosome 22 de Pan
troglodytes a été totalement séquencé à partir de clones génomiques strictement ordonnés [10] et comparé avec
son homologue chez l'homme, le chromosome 21, lui aussi totalement séquencé.
À l'inverse, la séquence encore imparfaite du génome de
chimpanzé a été comparée à celles totalement achevées de
certains chromosomes humains, comme le chromosome 5 [11],
le chromosome 9 [12] et le chromosome 10 [13]. Par ailleurs,
des études comparatives chimpanzé-homme ont été réalisées en
utilisant uniquement des séquences entièrement validées [14],
ou en se focalisant sur des régions hautement informatives et
associées à des différences phénotypiques notables entre
l'homme et le chimpanzé, comme la région du Complexe majeur
d'histocompatibilité (CMH) [15].
Nous avons sélectionné ici quelques faits majeurs qui
ressortent de ces travaux, en essayant de compléter les
excellents articles déjà parus commentant ces mêmes études [16-18].
Une divergence remontant au plus à 6,2 millions d'années
Tout d'abord, la comparaison (excluant les régions situées autour du centromère et proches des télomères des
chromosomes, pauvres en gènes actifs mais riches en séquences dupliquées) des séquences strictement
alignées entre le chimpanzé et l'homme indique un taux de divergence moyen dû à des substitutions de bases de
1,4 % (1,2 à 1,75 %). Si l'on admet l'hypothèse de l'horloge moléculaire, ce résultat place le temps de
divergence de notre espèce et celle du chimpanzé dans une fourchette de 4,6 à 6,2 millions d'années. Une
estimation compatible avec les données les plus récentes de l'analyse des fossiles d'Hominidés, incluant notre
plus vieil ancêtre hominidé, Toumaï (Sahelanthropus tchadensis), daté de 7 millions d'années.
Par ailleurs, l'analyse, chez l'homme et le chimpanzé, des sites de
polymorphisme ponctuels (SNP, single nucleotide polymorphisms), c'est-à-dire
de variations portant sur une seule base de l'ADN, a permis de déterminer les
allèles ancestraux de groupes de SNP. Comme les études génétiques visant à
comprendre les mécanismes moléculaires de maladies complexes comme le
diabète requièrent l'analyse de milliers de ces SNP, cette donnée est
essentielle pour valider des polymorphismes marqueurs de pathologies chez
l'homme.
De plus, une fois un allèle ancestral identifié, il est possible de définir des
régions hyperconservées (a priori soumises à une forte pression de sélection)
et des régions hypervariables, qui permettent d'accréditer les hypothèses de
sélection « positive » (un mouvement pour la diversité et la nouveauté sur
lequel nous reviendrons plus loin).
Contraintes fonctionnelles
Ainsi, la comparaison des régions codantes de protéines de chimpanzé et
d'homme a révélé un taux de divergence particulièrement faible, indiquant que ces régions codantes sont
soumises à de fortes contraintes fonctionnelles. De plus, environ 40 % des mutations « synonymes » (c'est-à-dire
sans influence sur la séquence protéique) sont éliminées dans les gènes humains codant des protéines par
rapport aux régions intergéniques, en comparant aux mêmes régions du génome de chimpanzé [19].
Cette sélection « négative », qui signe le caractère délétère des mutations ainsi éliminées, affecterait
principalement des séquences « activatrices » de l'épissage (appelées ESE pour « exonic splicing enhancer »)
des transcrits primaires [20]. Les séquences ESE étant nécessaires pour l'épissage constitutif mais aussi
© U.S. Department of Energy, Human Genome Program
Découvert en 2002, Toumaï, âgé de 6 à
7 millions d'années, serait le plus ancien
représentant connu de la lignée humaine
(Australopithèques et Homo), et semble
proche des derniers ancêtres communs
au chimpanzé et au genre Homo.
© Mission paléoanthropologique franco-
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alternatif, cette contrainte évolutive pourrait indiquer que des altérations dans ces séquences auraient un effet
négatif sur le niveau d'expression des ARN messagers concernés, mais aussi sur leur diversité.
Il est tentant de spéculer qu'une telle divergence dans les contraintes évolutives des séquences activatrices de
l'épissage serait responsable des variations de l'expression génique entre le chimpanzé et l'homme, qu'elles
soient quantitatives (voir l'analyse du transcriptome plus loin) ou qualitatives (accrétion de domaines
protéiques par épissage alternatif). Cependant, cette analyse est encore trop partielle (deux espèces d'Hominidés
seulement dans cette étude) et trop partiale (un seul article paru à ce jour) pour permettre d'en tirer des
conclusions définitives…
À l'inverse des contraintes évolutives pesant sur les régions codantes, une grande divergence a été trouvé en
comparant les régions non codantes d'un même transcrit chez le chimpanzé et l'homme [19]. Ce phénomène,
retrouvé au sein des populations humaines et d'autres espèces [10], reflète l'idée que ces régions, porteuses de
séquences régulatrices, ont été soumises à une sélection « diversifiante » et suggère que l'évolution de telles
séquences a été un élément majeur dans la séparation des deux espèces.
Enfin, la connaissance des allèles ancestraux des SNP permettra de clarifier l'hypothèse d'une expansion
récente des populations humaines (il y a 50 0000 ou 150 000 ans selon le type d'analyse) suite à une diminution
draconienne de la population ancestrale (théorie du « goulot de bouteille ») [21]. De même, elle devrait fournir
des marqueurs adéquats pour retracer les migrations, colonisations et expansions géographiques de nos
ancêtres et, en utilisant une stratégie adaptée d'échantillonnage des populations humaines [22], rendre compte
de notre histoire démographique, qui reste bien énigmatique et controversée [23].
Des duplications génératrices de gènes propres à
l'homme ?
L'analyse du génome de chimpanzé a confirmé
l'existence d'une forte proportion de duplications
particulières, dites « segmentaires », dans les régions
situées autour des centromères et proches des télomères
(régions relativement pauvres en gènes et à fort taux de
réarrangements chromosomiques), ainsi que dans
l'euchromatine (soit les régions transcrites représentant 5 à
10 % du génome humain). Ces duplications, identifiées
initialement dans le génome humain, sont apparues dans
les derniers 35-40 millions d'années, au cours de l'évolution
des primates. Elles sont constituées de multiples morceaux
d'exons et d'introns appartenant à des gènes présents par
ailleurs en copie unique chez l'ancêtre commun.
Ces gènes « chimériques » sont compactés ou remaniés
dans des structures pouvant atteindre plusieurs millions de
bases. Du fait de leur très forte identité de séquence (95-
99 %), ces duplications sont à l'origine de multiples
remaniements chromosomiques (délétions, inversions,
translocations), induites par des recombinaisons
homologues inégales, et elles sont potentiellement à
l'origine de pathologies chez l'homme, comme
l'adrénoleucodystrophie ou les syndromes de Prader-
Willi et d'Angelman.
Barrières reproductives
Ces duplications segmentaires ont aussi participé à l'élaboration des chromosomes en prédisposant à de
multiples réarrangements différenciant les chromosomes chez les primates. Selon l'hypothèse de Michael White
(1910-1983) présentée en 1978 dans son livre Modes of speciation, de tels réarrangements chromosomiques
conduisent à des barrières reproductives et in fine à l'apparition d'espèces. Cette hypothèse prédit une
divergence nucléotidique accélérée dans les régions fortement réarrangées par rapport aux régions colinéaires
pour deux espèces données. La première étude utilisant une sélection de 115 gènes orthologues entre le
Un consortium de 5 pays (Allemagne, Chine, Japon, Corée,
Taïwan) a publié en 2003 la séquence du chromosome 22 du
chimpanzé.
© DR
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chimpanzé et l'homme semblait conforter cette hypothèse [24]. Cependant, des résultats très récents, qui
reposent sur la comparaison des séquences globales du génome de chimpanzé et d'homme, contredisent cette
assertion. Ils suggèrent plutôt l'absence d'hybridation entre les populations ancestrales [25].
Enfin, les duplications segmentaires sont certainement à l'origine de la formation de nouveaux gènes spécifiques
de la lignée des hominidés, certains étant plus particulièrement exprimés dans le cerveau. Le cas des gènes
PMCHL1 et PMCHL2 (Pro-MCH-like) est à cet égard illustratif de la complexité des mécanismes moléculaires mis
en jeu pour permettre l'émergence d'une nouvelle famille de gènes chez les hominidés (voir l'encadré ci-
dessous).
Accélérations de l'évolution
En se focalisant cette fois sur les séquences qui codent les protéines, il est possible de mettre en évidence une
évolution accélérée qui résulte d'une sélection positive : les mutations sont conservées car elles créent un avantage
sélectif. De multiples études analysant le génome humain et le génome de chimpanzé ont suggéré que les
séquences protéiques évoluaient beaucoup plus vite dans les régions chromosomiques à fort taux de
réarrangements [24] et dans des familles de gènes particulières, qui participent au contrôle de l'olfaction, de
PMCHL : une famille de gènes propres aux Hominidés
Sans rentrer dans les détails, exposés par ailleurs (1,2,3), l'histoire des gènes PMCHL1 et PMCHL2 (pro-MCH-like), qui semblent
propres à la lignée des Hominidés (homme et grands singes), peut être décomposée en trois grandes phases :
1) Un remaniement du gène de l'hormone de mélano-concentration (MCH), présent aujourd'hui sur le chromosome 12, a produit
une copie tronquée et inactive de ce gène. Ce remaniement a été provoqué par la production d'une copie inversée du gène MCH
(transcription inverse), autrement dit d'un ARN antisens « naturel », puis par l'insertion de cet ARN, par rétrotransposition, sur le
bras court du chromosome 5 ancestral. Cet événement est survenu il y a environ 25-30 millions d'années ;
2) L'accumulation de mutations ou de microinsertions-délétions a entraîné la « création » de multiples exons d'un côté du site
d'insertion sur le chromosome 5 et a abouti, il y a environ 18 millions d'années, à l'émergence d'une copie quasi achevée du gène
PMCHL1 ;
3) Enfin, une translocation d'une séquence contenant PMCHL1 (duplication puis intégration en un autre site) a eu lieu au moment de
la divergence des Hominidés, il y a 5-10 millions d'années ; elle a permis l'apparition d'une seconde copie, appelée PMCHL2, sur le
bras long du chromosome 5.
L'histoire tumultueuse de ces gènes s'accompagne d'une non moins grande complexité quand on analyse leur patron d'expression.
En effet, plusieurs dizaines de transcrits sont générés par ces deux gènes chez l'homme. Fait notable, alors que les deux copies
PMCHL1 et PMCHL2 sont transcrites dans le testicule, seul le gène PMCHL1 est exprimé dans le cerveau humain mais aussi de
macaque. Cela suggère que ce gène acccomplissait une fonction cérébrale dès son origine.
De plus, le gène PMCHL1 code potentiellement une nouvelle protéine ayant les caractéristiques d'un facteur nucléaire (4). Il reste
maintenant à lui trouver une fonction en relation avec son expression tissulaire et son évolution chez les primates. Son histoire
contemporaine est donc loin d'être achevée !…
(1) A. Courseaux & J.L. Nahon (2001) Birth of two chimeric genes in the Hominidae lineage, Science 291 : 1293-1297.
(2) J. L. Nahon (2001) Des gènes « chimères » sont apparus dans la lignée des Hominidés : l'indice d'une spécificité génomique
humaine ?, médecine/sciences 17: 411-413.
(3) Voir CNRS info
http://www.cnrs.fr/Cnrspresse/n392/html/n392a04.htm 392, avril 2001.
(4) A. Viale et al. (2000) Structure and expression of the variant melanin-concentrating hormone genes: only PMCHL1 is transcribed
in the developing human brain and encodes a putative protein, Mol. Biol. Evol. 17: 1626-1640.
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l'audition, du catabolisme des acides aminés, du développement du squelette et du système nerveux [9].
Ces accélérations dans les profils de substitution des acides aminés peuvent être le signe d'une perte de
fonction (« pseudogénisation » : la mutation est maintenue car elle entraîne une perte de fonction qui ne donne
plus prise à la sélection) ou d'une véritable adaptation évolutive sous la pression de l'environnement. Quant à
l'émergence de fonctions propres à l'homme, il est clair que certains des gènes soumis à une forte sélection
positive chez l'homme, et pas chez le chimpanzé, sont potentiellement des gènes impliqués dans le
développement de l'audition, comme le gène de l'?-tectorine, un composant de la membrane tectoriale de l'oreille
interne (gel qui couvre l'épithélium sensoriel de la cochlée) [9].
Dans ce contexte, la découverte en 2001 du gène FOXP2, est fascinante. Ce gène, qui code un facteur
transcriptionnel, a été abusivement dénommé « gène du langage » sur la base de son implication dans un
syndrome congénital comportant des troubles de l'articulation [26,27]. Il offre le paradoxe, pour un « gène du
langage », d'être exprimé dans de nombreux organes, outre le cerveau, et d'être extrêmement conservé chez les
mammifères. Cependant, il présente un polymorphisme et une évolution rapide dans l'espèce humaine qui serait
survenue il y a environ 200 000 ans [28]. On peut donc être fortement tenté de voir en ce gène un prototype des
gènes de l'hominisation. Ce serait cependant, à notre sens, un abus… de langage, compte tenu des
« paradoxes » évoqués plus haut et de la forte composante environnementale et sociétale de l'évolution
humaine.
Des explorations à poursuivre…
Par ailleurs, un certain nombre d'autres études pourraient s'enrichir des données du séquençage du génome
de chimpanzé. Certaines de ces études sont d'ores et déjà publiées, mais pourraient être poursuivies en ce sens.
Par exemple, l'analyse de l'implication de séquences Alu
(séquences répétées propres aux primates) dans les
duplications et l'évolution des génomes, publiée en 2004
[29] serait plus complète si les auteurs s'étaient appuyés
sur la totalité des données de séquençage des génomes du
chimpanzé et de l'homme. En effet, l'insertion de séquences
Alu, en apportant des séquences reconnues comme sites
d'épissage, permet un phénomène d'
« exonisation » (création de séquences d'introns-exons)
propre aux primates. Ce processus, peu exploré chez le
chimpanzé, est démontré pour une poignée de gènes chez
l'homme : par exemple, le gène Bcl-rambo bêta, qui code
une protéine variante de la protéine Bcl-rambo, impliquée
dans la mort cellulaire [30], ou le gène p75TNFR, qui
gouverne la synthèse du récepteur de type 2 du facteur de
nécrose des tumeurs (TNF) [31].
Des pouponnières à gènes
En outre, cette grande quantité de données génomiques
pourrait également servir à l'étude des transcriptomes
(ensembles des ARN transcrits à partir des génomes).
Quatre études au moins, publiées entre 2002 et 2004, ont
fait état de différences d'expression génique entre les
différentes espèces de primates. En particulier, le groupe de
Svante Pääbo (Institut Max-Planck d'anthropologie
évolutionniste, Leipzig) a été le premier, en avril 2002, à
révéler un niveau d'expression génique plus élevé dans le cerveau humain par rapport à celui du chimpanzé [32].
Une étude plus affinée de la même équipe, parue en août dernier sur la base des données du séquençage, a
donné des résultats particulièrement intéressants [33]. Ainsi les transcriptomes de différentes aires cérébrales
apparaissent très divers chez un même individu et, pour une aire donnée, au sein de populations d'hommes ou
de chimpanzé. De plus, alors que l'expression des gènes codant des protéines de la signalisation et de la
différenciation cellulaire diffère selon les aires cérébrales au sein d'une même espèce, elle est très conservée
Structure partielle de la protéine FOXP. Son altération (mutation
identifiée en rouge) est responsable de troubles sévères du
langage.
© Wellcome Trust Centre for Human Genetics
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quand on la compare, pour une aire donnée, entre les deux espèces.
En revanche, environ 10 % des gènes étudiés (soit environ 2 000 gènes) sont exprimés de manière
différentielle pour une région donnée du cerveau humain et du cerveau de chimpanzé. Ces gènes se trouvent
localisés préférentiellement au sein des duplications segmentaires dont nous avons parlé… ce qui renforce
encore l'hypothèse que ces régions chromosomiques seraient des « pouponnières à gènes », porteuses de
gènes nouvellement créés et dont l'expression serait spécifique de chaque espèce de primates [34].
Un modèle neutraliste ?
Enfin, le même groupe de l'Institut Max-Planck vient de révéler que la majorité des divergences d'expression
entre les transcriptomes de cerveau de différents primates s'accumulent linéairement au cours du temps. Ces
divergences seraient donc compatibles avec un modèle d'évolution « neutraliste », c'est-à-dire que les variations
observées seraient sans importance fonctionnelle [35] ! En conséquence de quoi, Pääbo et ses collaborateurs
proposent de réévaluer, à l'aide de nouveaux modèles mathématiques, tous les travaux démontrant une sélection
positive de l'expression globale du génome.
L'ensemble des ces données et les études qui s'appuieront sur les séquences
génomiques du chimpanzé et de l'homme concourront probablement à une
meilleure compréhension de « ce qui fait l'homme ». En particulier, les fonctions
spécifiques de la lignée humaine, ainsi que les pathologies qui y sont associées,
pourront être mieux explorées et analysées.
Cependant, il est nécessaire, pour bien analyser les données d'évolution-
développement et de physiopathologie, de disposer d'une séquence « externe »
relativement proche. Nous ne pouvons donc qu'appeler de nos v?ux le
séquençage prochain du génome d'un autre primate. Nous avons une
préférence marquée pour le macaque rhésus (Macaca mulatta) et ce pour de
multiples raisons : évidemment pour son implication comme animal modèle de
pathologies humaines (infectieuses comme le paludisme, ou chroniques comme
les maladies neurodégénératives), mais aussi pour son importance dans les
analyses de neuroanatomie fonctionnelle (en PET scan), voire dans l'étude des
aspects cognitifs de la sociabilité, une composante à l'origine de l'évolution
humaine [36].
Enfin, le macaque rhésus possède un bagage génétique, en particulier au
niveau des « pouponnières à gènes », très proche de celui de notre ancêtre
anthropoïde qui portait en germe, il y a 25 millions d'années, toutes les modifications anatomiques et
comportementales qui ont fait ce que nous sommes.
Fleur DARRE-TOULEMONDE et Jean-Louis NAHON
CNRS, Institut de Pharmacologie Moléculaire et Cellulaire,
Université de Nice-Sophia Antipolis,
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L'Adrénoleucodystrophie
Maladie génétique de transmission liée à l'X (transmise par les femmes porteuses), l'adrénoleucodystrophie (ALD) touche les
garçons. Il s'agit d'une atteinte métabolique (dystrophie) de la substance blanche (leuco) du système nerveux. C'est une des plus
fréquentes des maladies dégénératives du système nerveux central avec une incidence est de 1 sur 12000 naissances.
voir Association française contre l'adrénoleucodystrophie
http://www.med.univ-rennes1.fr/sisrai/art/adrenoleucodystrophie,_p.187.html
Le syndrome d'Angelman
Il est lié à différentes anomalies d'origine génétique localisées sur le chromosome 15, dans la région 15q11-q13. Ses
manifestations constantes sont : une déficience mentale sévère, un retard du développement moteur, une absence de langage (le
niveau de compréhension est meilleur que l'expression), une ataxie avec démarche raide et saccadée, des comportements
particuliers : sourires et rires très faciles avec épisodes d'hyperexcitabilité se traduisant par un battement des avant-bras et enfin
des difficultés d'attention.
L'incidence de ce syndrome est estimée très approximativement de 1/12 000 à 1/20 000.
voir Association francophone du syndrome d'Angelman
http://www.angelman-afsa.org
Epissage
Processus qui transforme les molécules d'ARN (transcrits) issues de la transcription de l'ADN et porteuses de séquences non
codantes (introns) et de séquences codantes (exons) en ARN messagers porteurs uniquement d'exons. Ce processus engendre
une diversité des protéines issues d'un même gène par le jeu du raboutement d'exons qui varient d'un ARN messager à un autre
(épissage alternatif).
Hominidés et Homininés
Selon les classifications, on parle d'homininés ou d'hominines pour désigner le groupe phylogénétique de l'homme.
Du fait de la très faible différence génétique entre Homo et les deux espèces de chimpanzé (Pan troglodytes et le bonobo Pan
paniscus), les systématiciens appellent cet ensemble Hominidés.
Certains réservent le terme Homininés au groupe Australopithèques + Homo. Pour d'autres, ce dernier groupe représente les
Hominines, et les Homininés correspondent au groupe (Hominines + chimpanzés). Dans cette logique, on a :
l Espèce Homo sapiens
l Genre Homo : Homo sapiens + les espèces fossiles comme néanderthal ou erectus
l Hominines : les genres Australopithecus et Homo
l Homininés : les deux espèces de chimpanzés et les hominines
l Famille des Hominidés : gorille et Homininés
l Hominoïdés : Hominidés + orang-outang
l Hominoïdes : Hominoïdés + gibbons
L'horloge moléculaire
Le taux d'évolution par mutations des protéines au cours du temps semble à peu près constant chez les vertébrés. Si l'on connaît
le taux d'accumulation des mutations en un site chromosomique, il est possible d'estimer le temps de divergence entre deux
espèces en comparant les séquences présentes dans ce site (gènes homologues des deux espèces) ou les séquences des
protéines correspondantes. Plus les régions sont soumises à une forte pression de sélection (régions codant des gènes et
protéines essentiels à la survie de l'organisme), plus le taux d'accumulation de mutations est faible et l'horloge lente. Voir
Infobiogen
http://www.infobiogen.fr/doc/documents.php?cours=bioinfo_analseq10
L'hormone de mélano-concentration (MCH)
La Melanin-Concentrating Hormone (MCH) est un neuropeptide clef du contrôle de la prise alimentaire et de l'homéostasie
énergétique, produit par des neurones de l'hypothalamus.
Gènes orthologues
Gènes d'espèces différentes dont les séquences sont homologues. Ils dérivent d'un même gène ancestral et ont divergé à la suite
d'un événement de spéciation tel qu'un réarrangement chromosomique. Ils peuvent avoir ou non la même fonction.
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Le syndrome de Prader-Willi
Le syndrome de Prader-Willi est une maladie rare (une naissance sur 10 000 à 15 000) qui a pour cause l’absence ou la perte de
fonction de gènes au niveau du chromosome 15. Dans plus de 95 % des cas, cette anomalie génétique n’est pas héritée des
parents, il s’agit d’une mutation de novo.
Les enfants atteints manifestent à la naissance (et même à l’état foetal) une faiblesse musculaire sévère qui entraîne des
difficultés d’alimentation chez le nouveau-né. Par la suite, ils ont besoin d’un apport calorique bien moins important que la
normale pour ne pas grossir et, à partir de deux à cinq ans, ils ne semblent pas éprouver de satiété. Si un régime alimentaire
hypocalorique strict accompagné d’activités physiques régulières n’est pas mis en place, ces enfants développeront une obésité
qui pourrait mettre leur vie en danger.
voir Association Prader-Willi France
http://perso.wanadoo.fr/pwillifr/
Rétrotransposition
Evénement de tranposition d'une séquence génique d'un site chomosomique à un autre, au moyen d'un intermédiaire ARN.
Séquences Alu
Familles de séquences répétées dispersées sur l'ensemble du génome des primates uniquement. Elles sont reconnues par
l'enzyme de restriction Alu.
Un taux de divergence protéique très bas
Ce taux, dN/dS, est de 0,22 %.
dN : nombre de substitutions d'acides aminés ;
dS : nombre de substitutions « synonymes », c'est-à-dire sans influence sur la séquence protéique.
Pour aller plus loin
l Chimpanzee Genome
http://genome.wustl.edu/projects/chimp/index.php




l Publications en ligne de Svante Pääbo
http://email.eva.mpg.de/~paabo/files/public.html
© Vivant Editions – http://www.vivantinfo.com
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ABSTRACT 
Brain-expressed genes that were created in primate lineage 
represented obvious candidates to investigate molecular 
mechanisms that contributed to neural reorganization and 
emergence of new behavioural functions in Homo sapiens. PMCHL1 
arose from retrotansposition of a melanin-concentrating 
hormone (MCH) antisense mRNA on the ancestral human chromosome 
5p14 when Platyrrhines and Catarrhines diverged. Mutations 
before divergence of Hylobatidae led to creation of new exons 
and finally PMCHL1 duplicated in ancestor of Hominids to 
generate PMCHL2 at the human chromosome 5q13. A complex 
pattern of spliced and unspliced PMCHL mRNAs were found in 
human brain and testis. In this report, we established that 
the initial insertion event took place within an intron of the 
brain cadherin (CDH12) gene, soon after Platyrrhines 
divergence 30-35 Mya. The region that duplicated on 5q13 to 
generate PMCHL2 covered 92 kb of the intronic sequence and 
encompassed exon 3 of CDH12. Numerous short indels and copies 
of different classes of repeated sequences were mapped within 
PMCHL1 exons-introns in Catarrhines. Localized sequence 
variations among primates were found in regions encompassing 
these elements, indicative of species-specific divergences in 
transcribed regions. Indeed, while the cortex/cerebellum-
specific distribution of unspliced PMCHL1 transcripts carrying 
these regions appeared conserved in macaque and human, both 
quantitative and qualitative differences were found. In 
particular, unspliced PMCHL1 transcripts of different lengths 
and abundance were found in macaque and human cortex. Overall, 
our results provided a framework for further investigations 
regarding the relative expression and functions of PMCHL1 
transcripts in a suitable non-human primate model.  
 
 





Primate species are very narrow in terms of genomic 
nucleotidic identities (values for which the speciation 
barrier doesn't occur in other species such as rodents), but 
show rather different phenotypic traits. When genomes are 
distantly related, research is oriented toward conserved 
sequences, assuming they must be functionally important. For 
closely related species, such as hominoid species, the basic 
premise is « if it is different, it might be important in 
explaining species differences ». However there is an ancient 
(King and Wilson 1975) but still active debate in the 
geneticist community about the relative contribution of 
structural genomic modifications that led to emergence of 
novel genes (Bailey and Eichler 2006)or loss of genes and 
genome-wide gene expression changes, particularly in the brain 
(Khaitovich, Enard et al. 2006) that could account for the 
phenotypic differences observed between primate species. A 
genome-wide comparative study of mammalian promoters suggested 
an accelerated evolution of primate promoters during the last 
25 million years (Taylor, Kai et al. 2006). Strikingly, higher 
mRNA and protein expression levels were found in the human 
brain relative to other primates (Enard, Khaitovich et al. 
2002; Caceres, Lachuer et al. 2003; Uddin, Wildman et al. 
2004). However, overall gene expression in the brain has 
diverged less than in the heart, kidney, liver or testis among 
human and chimpanzee species(Hsieh, Chu et al. 2003), in 
agreement with a neutral model of transcriptome evolution not 
only in primates but also shared among mammals (Khaitovich, 
Enard et al. 2006). In parallel, contrasting results were 
found when determining the Ka/Ks ratio, a tentative indicator 
of positive Darwinian selection, in the coding region of genes 
expressed in the mammalian brain (Clark, Glanowski et al. 
2003; Dorus, Vallender et al. 2004). However, there are few 
but well established examples of brain expressed genes being 
positively selected in the human lineage, most of them being 
involved in brain growth such as microcephalin or ASPM (Evans, 
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Anderson et al. 2004; Wang and Su 2004; Mekel-Bobrov, Gilbert 
et al. 2005) and neurotransmission such as GLUD2 (Burki and 
Kaessmann 2004). Recently, divergence between human and 
chimpanzee sequences have been reevaluated to almost 5%, 
resulting mainly from indels events (deriving from specific 
retrotranspositions, segmental duplications...) (Britten 2002; 
Britten, Rowen et al. 2003; Frazer, Chen et al. 2003; Bailey 
and Eichler 2006) and offering therefore a wide variety of 
sites at which lineage-specific genetic novelty could happen. 
Indeed, recent segmental duplications are particularly 
enriched in genes that displayed expression differences 
between humans and chimpanzees (Khaitovich, Muetzel et al. 
2004). To reconcile apparently conflicting data we previously 
proposed that genomic rearrangements, comprising creation of 
novel but rare protein coding and/or non-coding genes, may 
have been a major driving force during primate evolution, in 
addition to single nucleotide mutations that confer 
alterations in the gene expression patterns or amino acids 
sequences (Courseaux and Nahon 2001; Nahon 2003). These 
accidental events would have been particularly important in 
shaping the hominoid brain, as exemplified by the GLUD2 gene 
model (Burki and Kaessmann 2004). Current primate genome and 
gene expression comparative studies tend to support this 
hypothesis (reviewed in (Khaitovich, Enard et al. 2006; Sikela 
2006)).  
 Processes of exon shuffling, retrotransposition, gene 
promoter fusion and segmental duplications have been suggested 
to lead to novel genes harbouring completely new structure and 
expression patterns selectively in the primate lineage 
(reviewed in (Long 2001; Long, Betran et al. 2003)). Because 
of the supposed rapid evolution of this kind of genes, the 
study of the creation and early evolution of a gene requires 
the discovery of a gene that has retained caracteristical 
features of its youth (Long, Deutsch et al. 2003). 
 PMCHL1 and PMCHL2 genes, located respectively on human 
chromosome 5p14 and 5q13, fully meet these requirements. They 
have previously been shown (Courseaux and Nahon 2001; 
Courseaux, Richard et al. 2003) to have been created in the 
hominoid lineage through retrotransposition at the ancestral 
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chromosome 5p14 locus of an antisense melanin-concentrating 
hormone (MCH) gene transcript, local rearrangement leading to 
a truncated version of the retrogene, sequence remodelling 
(indels and mutations accumulation that allowed creation of 
exons) and later duplication on the 5q arm. Furthermore, 
processed and unprocessed transcripts were characterized in a 
human fetal brain library (Courseaux and Nahon 2001) as well 
as in developing human brain (Viale, Courseaux et al. 2000). 
One of these mRNAs was found encoding a putative nuclear 
protein of 8 kDa that was identified using in vitro 
translation systems (Viale, Courseaux et al. 2000).  However, 
many questions remained unsolved regarding the region of 
insertion of the retrogene, the fine structure of both genes 
(exact boundaries, described repeated elements found inside 
the duplicon, complete exon/intron structure...), as well as 
their expression patterns (relative abundance and tissue-
specificity of processed and unprocessed transcripts). In 
particular, an important challenge was to find a suitable non-
human primate model to test PMCHL gene regulations and 
functions. 
 In this paper, we established the structure of 
PMCHL1/PMCHL2 genes and regional organization at both loci on 
human chromosome 5. We revealed a very dense cluster of 
repetitive sequences that seemingly contribute to the high 
rate of sequence rearrangement of these genes when introduced 
in bacteria. Furthermore, varying mutation rates along the 
sequence and among the primate species are also documented. 
Finally, PMCHL mRNAs expressions are compared in macaque and 
human brains, and macaque appears to be a good and accessible 
in vivo model to study these genes. 
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MATERIALS and METHODS 
 
Tissues 
Different human tissues from adults were provided by the 
National Research Specimen Bank (Los Angeles, Calif.). Dr. D. 
Jordan (Faculté de medecine Laennec, Lyon) provided other 
newborn and fetal tissues. The reference, age, gender, cause 
of death and postmortem delay for each sample were described 
elsewhere (Viale, Courseaux et al. 2000). 
Cortex and cerebellum samples from two adult macaques (Macacca 
fascicularis) were delivered by Dr. E. Bezard (Basal Gang 
lab,CNRS UMR 5584, Bordeaux 2). 
 
Genomic DNAs  
Genomic DNAs were collected from Cebus capucinus (gift from B. 
Dutrillaux, cytogénétique moléculaire et oncologie, CNRS, 
Institut Curie, Paris, France), Tarsius syrichta, Saguinus 
oedipus, Chlorocebus aethiops, Hylobates lar, Pan paniscus, 
Pan troglodytes and Homo sapiens (gift from Ph. Dijan, 
CEREMOD,Meudon, France). 
Genomic DNA was isolated from the occipital cortex of a Macaca 
fascicularis (provided by Dr. E. Bezard) according to the Blin 
and Stafford's method.  
 
RNA extraction and reverse-transcription 
Whole cell RNA was extracted according to standard guanidium 
phenol method (Chomczynski) or using a fastprep apparatus 
(FP220A Thermo instrument, Qbiogene, France). 
cDNAs were synthetised during the reverse-transcription (RT) 
of 2 to 3 μg of total RNAs, using the reverse-transcriptase 





Oligonucleotides were purchased from Eurogentec (Belgium). 
Sequences, Tm and PCR conditions are provided in table 1 found 
as online supplement. 
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PCR conditions 
One hundred to two hundred nanograms of genomic DNA or 2•L of 
RT samples were added to PCR reaction solution following the 
supplier’s protocol (LA TAQ,TaKaRa, except with the macaque 
RNA samples, for which the Eppendorf Hotmaster was used), in a 
total volume of 25 •l. Thirty-five cycles of amplification 
were carried out as follows: 30 s at 96 °C (denaturation), 30 
s at a variable temperature, depending on the oligonucleotides 
Tm (annealing), 1 to 10 min at 72 °C (extension). A final 
extension step of 7 min at 72 °C was performed.  
When necessary, nested PCR was performed with internal primers 
using 2 •L of the pure first round products. 
To reveal DNA contamination, RT of RNA was performed in 





PCR products were electrophorized on an (1%) agarose gel 
containing ethidium bromide and visualized under UV. The gel 
and samples were then treated and transferred on a cellulose 
membrane (Biodyne A, Polylabo) as described previously (Viale, 
Ortola et al. 1998). The samples were finally cross-linked. 
32P-labeled specific fragments were prepared according to the 
manufacturer's protocol (Prime-a-gene labelling system, 
Promega) and applied to the membrane (5.105 dpm.mL-1). Pre-
hybridization, hybridization and washing conditions were 
described elsewhere (Viale, Ortola et al. 1998). Densitometric 




The DNA sequence of PCR-amplified fragments was determined 
from double-strand DNA using the Ampli Taq Polymerase FS and 
the Big Dye Terminator sequencing kit (Applera) and a Perkin 
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Sequence alignments and analyses 
Sequences obtained from the public databases 
(EMBL/GenBank/DDBJ) and fragments sequenced by PCR were 
aligned manually using SEAVIEW (Galtier, Gouy et al. 1996). 
The matrices of distances produced by DNADIST (see below) 
using the Kimura correction were used to estimate sequences 
similarities. 
 
Repeated sequences were identified using the censor web 
server, available at GIRI.  
 
Phylogenetical analysis  
Phylogenetic dendrograms were reconstructed according to three 
different methods: Neighbour Joining (BIONJ), Maximum 
Likelihood (ML, using the Global option), and Maximum 
Parsimony (MP). For the Neighbour Joining (NJ) analysis, a 
distance matrix was calculated according to the Kimura two 
parameters correction. Bootstraps were done using 1000 
replications, BIONJ and Kimura two parameters correction. 
BIONJ was according to Gascuel (1997)(Gascuel 1997), ML and MP 
were from PHYLIP (Phylogeny Inference Package, version 3.573c, 
distributed by J. Felsenstein, Department of Genetics, UW, 
Seattle, WA, USA). Phylogenetic analyses were done excluding 
domains that were not common to every sequence as well as low 
complexity domains that could not be properly aligned. The 
phylogenetic dendrograms were drawn using NJPLOT (Perrière & 
Gouy, 1996).  
 
Studying the nucleotidic variability 
In order to estimate sequence variability we took the simple 
approach to estimate entropy along the sequences, according to 
a Shannon equation where indels are seen as a 5th character. In 
order to obtain "readable" curves, a mean was calculated 
according to a sliding window (30 to 50 nucleotides). These 
estimates are not correct from a phylogenetic point of view as 
long indels are likely the result of a single event, but from 
a structural point of view this allowed to spot out domains 
that were similar among sequences from domains that had many 
mutations or deletions. These domains were then extracted and 
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distances between each pair of sequences were calculated using 










1. Structural analysis of PMCHL genes 
We previously proposed (Courseaux and Nahon 2001) that 
PMCHL2 was created from a duplication of a large, but 
undefined in size, genomic DNA fragment comprising PMCHL1, 
"jumping" from ancestral hominid chromosome 5p14 to 5q13. The 
limits of the duplicon were now precisely determined by 
similarity using a BLAST search and it appeared that a 
fragment of 92kb, encompassing 17kb upstream and 65kb 
downstream the 10kb of PMCHL1 was duplicated (see figure 1A). 
This 92kb duplicon corresponds mainly to the 5' portion of the 
third intron of CDH12 gene encoding the brain cadherin (as 
defined in http://www.ensembl.org), but also encompasses the 
cdh12 exon 3 and the last 4kb of intron 2 (see Figure 1A). 
 No other exon (found elsewhere in the genome) than those 
derived from the MCH gene were found in the duplicon. However, 
three EST (identified from IMAGE clones), two of them deriving 
from the same gene, mapped to the duplicon region, on the same 
strand than the CDH12 gene (i.e. opposite strand compared to 
the PMCHL1 gene). These are ENSESTT00000060506, 
ENSESTT00000060502 and ENSESTT00000060504 (according to the 
Ensembl nomenclature). The percentages of identity between the 
5p and 5q elements were equivalent all along the duplicon 
(i.e. in the PMCHL genes, and in the 5' and 3' flanking 
regions), and are close to 98%. 
We also aimed to determine the fine structure of the 
PMCHL1/L2 genes. Amplification from human foetal brain 
(Marathon-Ready cDNAs; Clontech Laboratories) and sequencing 
of messenger RNAs allowed the discovery of a novel exon, 
located between exon 2 and former exon 3. It was named exon 
3.1 and exon 3 became exon 3.2. The PMCHL1 gene was also 
precisely analyzed to identify known repeated sequences 
(figure 1B). It is worth noting that a complete Alu sequence 
mapped in exon 2, appeared to be an AluSg, and not an Alu Sq 
as previously described)(Viale, Courseaux et al. 2000). A high 
density of parts of known repeated sequences was also found in 
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intron C, between exon 3.2 and 4, which could explain the 
difficulty to sequence this part of the gene. This high number 
of repeated sequences could also contribute to the 
extraordinary instability of this gene, as observed in various 
bacterial systems while attempting to clone the gene. Indeed, 
PMCHL1 fragments encompassing the full 10-15 kb sequence (case 
of the phMCHL37 clone (AF 227988) corresponding to a 12kb 
fragment) or various fragments encompassing 5’UTR to exon 2' 
(amplified from a BAC) were conspicuously recombined either in 
DY 380 strains (having recombining properties), and even in 
DH10B- or SURE2 bacteria (Fig. 1B and data not shown).  
Primates PMCHL sequences were obtained by PCR 
amplification of genomic DNA and direct sequencing, which 
allowed the determination of their fine structure in terms of 
presence/absence of repeated elements, and especially to date 
the insertion of the Alu Sg sequence inside exon 2 of PMCHL1. 
This insertion was concomitant to the retroposition. We 
actually did not find any primate species carrying the PMCHL1 
exon 2 without the Alu sequence. Each event was thus dated 
after the divergence of Cebus species (C. appella and C. 
capucinus), and before the divergence of the cercopithecoids, 
approximately between 35 and 25 Mya (see Figure 1C). Other 
repeated elements found in the human PMCHL1 gene were already 
present in the Cercopithecoids, such as LINE2 (in the 5’UTR 
region) and the CATA repeat (inside intron B1). (not shown). 
Furthermore, numerous short indels (less than 30 bp) were 
found, some being fixed in hominoid lineage (red arrows), 
other present only in Cercopithecoids (pink arrows) or in 
Cebus MCH gene (blue arrowheads).  
A nucleotidic phylogenetic analysis was also performed to 
date more precisely the retroposition event. As PMCHL1 
encompasses some MCH gene sequences (sense and antisense), it 
was possible to align primates sequences of these specific 
parts of the PMCHL1 and PMCH genes.  A phylogenetic analysis 
was therefore performed using the parcimony, maximum-
likelihood and neighbour-joining methods and with the rat and 
mouse sequences as outgroups. All phylogenetic methods led to 
congruent data (cf. Fig 2)(with high bootstrap values with the 
neighbour joining method). The tree showed an apparent 
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aberration relative to our present knowledge concerning the 
relation between species and the creation of the PMCHL1 gene 
(circled in figure 2A). Thus, we expected the PMCH sequences 
of Cebus capucinus and Saguinus oedipus to be grouped with the 
MCH sequence of Tarsius syrichta rather than with the PMCHL 
sequences. However, a noteworthy low bootstrap value (34 %) 
was found for this branching. The position of the PMCHL 
sequences as well as the uncertainty for positioning the Cebus 
capucinus and Saguinus oedipus MCH sequences suggest that the 
duplication leading to the PMCHL genes occurred very shortly 
(likely within 5 My) after the split of 
Platyrrhini/Cathyrrhini 
When focusing on the PMCHL genes the nucleotidic 
phylogenetic tree (Figure 2B) fully corresponded to an 
accepted species tree, indicating that no particular and 
global (since there the entire gene sequences were used) 
evolutionary event interfered. However, we observed a 
difference in the Pan troglodytes/ Pan paniscus/ Homo sapiens 
positioning between the two phylogenetic trees. This simply 
corresponds to an inherent irresolution, the three species 
diverging at the same time. All three species should probably 
be grouped under the Pan clade as previously suggested 
(Goodman 1999). 
 We then focused on local variability. Estimation of 
sequences variability among a set of sequences is often done 
using tools such as PAML (Yang 1997), REVCOM (Bordner and 
Abagyan 2005) or WebVar (Mignone, Horner et al. 2004).  
Unfortunately these approaches are geared toward protein 
coding sequences and do not take into account indels. A 
specific algorithm measuring changes in variability of the 
sequences between species was developed and used. First, an 
analysis of the pattern of substitution of the PMCH gene in 
primates revealed, as expected (Cardinaud, Darre-Toulemonde et 
al. 2004), constrained regions selectively within protein 
coding sequences of the three exons (see supplementary data, 
figure 1A). Thereafter we extended our analysis to the PMCHL 
genes and identified regions exhibiting either apparent hyper 
variability or strong conservation by comparison with neutral 
sequence (supplementary data, figure 1B).  
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2. Expression of the PMCHL genes in human and macaque. 
 We have shown previously (Viale, Courseaux et al. 2000; 
Courseaux and Nahon 2001) that both sense and antisense 
unspliced PMCHL1 transcripts overlapping the retrotransposed 
MCH sequence could be found in human foetal brain and testis. 
Sense spliced PMCHL gene products were also identified but 
appeared rather weakly expressed.  
Here, we aimed first to characterize further the spliced 
transcripts and their relative abundance. Nested PCR on cDNA 
(home-made or marathon library), followed by a sequencing 
step, allowed the characterisation of novel alternative 
splicings, with splicing feets inside the exons, and a novel 
exon in intron B (named exon 3.1) (Figure 3). The relative 
variations in detection of each mRNA with the same RT and PCR 
conditions gave a crude estimate of their relative abundance. 
The most abundant spliced messengers in the foetal brain 
harboured exons 1-2' and 4-5a, thus missed exon 2, and 
corresponded selectively to the PMCHL1 gene. Moreover, no 
human EST encompassing exons 4-5 but not exons 1-2 were found 
in the EST databases (data not shown). Testis presented a 
rather high diversity of splice transcripts that appeared to 
be equally distributed within at least seven classes. All 
these alternatively spliced mRNAs lead to a variety of 
putative ORFs but of short length (less than 75 amino-acids): 
five putative ORFs were described in two regions of the PMCHL 
genes (see Figure 3). 
 Thereafter, we characterized the expression pattern of the 
PMCHL1 gene in human and macaque brain. First, RT-PCR and 
Southern blotting were performed with RNAs extracted from 
cortex and cerebellum of adult human and macaque in order to 
identify the main spliced and unspliced messenger RNAs, 
containing exons 1-2, 4-5 and 1-5 respectively (Figure 4A). As 
shown in Fig 4B, unspliced RNAs encompassing exons 1-2 and 4-5 
were both detected in human and macaque cortex, while only 
exons 4-5-containing unspliced mRNAs were found in the 
cerebellum of both species. Interestingly, under the RT-PCR 
conditions we used, no spliced mRNAs encompassing exons 1 to 5 
could be identified in the cortex and cerebellum of adult 
human and macaque. Therefore, these data suggest that two 
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separate transcriptional units produce unspliced mRNAs 
containing respectively exons 1-2 and 4-5, displaying similar 
expression patterns in the adult human and macaque cortex and 
cerebellum.  
The expression pattern of PMCHL1 gene was further 
characterized in human and macaque cortex by looking for 
transcriptional initiation in the 5'flanking region, i.e. 
upstream the site of retrotransposition (fig.5). Previous 
RACE-PCR analyses using a Marathon fetal brain cDNA library 
have suggested the location of a major cap site about 300 bp 
upstream from the insertion site of the retrotransposon 
(Viale, Courseaux et al. 2000; Courseaux and Nahon 2001). To 
determine the extend of PMCHL1 transcripts we performed RT-PCR 
with five pairs of primers named a/b to g/h which identified 
regions covering up to 6.8 kb upstream this putative cap site 
(fig 5A). In agreement with previous RACE-PCR experiments, we 
found amplification with a/b couple but not with other pairs 
of primers in RNA extracted from human cortex (Fig. 5B). 
Surprisingly, PCR products were identified with all primer 
couples in RNA samples extracted from macaque cortex (Fig. 
5B). All corresponded to unspliced PMCHL1 transcripts, some of 
them were characterized in detail and overlapped up to 3.0 kb 
of the 5' flanking region upstream from the originally defined 
cap site. Further characterization of RT-PCR products 
amplified with h/g and f/e primers revealed alternative start 
sites in the region covered by probes 4 and 5 (not shown). 
Even though we cannot exclude very low expression of similar 
transcripts in the human cortex, this suggests that different 
starting points of transcription operate in the adult macaque 
and human cortex. 
 




 We provide here new data concerning the evolution of the 
PMCHL genes family offering a substantial improvement of the 
creation model proposed previously (Courseaux and Nahon 2001). 
The insertion of the Alu element was more precisely dated, and 
the concomitance of this event with the retrotransposition 
event was proposed. These structural data and the positioning 
of the specific indels also point out on lineage specific 
mutations. Cercopithecoids-specific mutations appear 
particularly clearly. 
Phylogenetic analyses and difficulties to resolve a specific 
node indicate that PMCHL1 was created rapidly after the 
divergence of platyrhini species, i.e. 30-35 Mya (Glazko and 
Nei 2003; Enard and Paabo 2004). On the other hand, the 
irresolution between the two Pan species and Homo sapiens 
simply corresponds to an inherent issue to Hominidae 
speciation. Indeed, the three species diverged at the same 
time and followed subsequently a complex speciation with 
interbreeding before final separation about 2.9-4.3 Mya (Wall 
2003; Patterson, Richter et al. 2006). All three species 
should probably be grouped under the Pan genus (Goodman 1999; 
Enard and Paabo 2004)((Wildman, Uddin et al. 2003).  
It is often stated that phylogenetic analyses may be 
misleading when large variations in evolutionary rates  occur 
in the different lineages. However, the phylogenetic trees 
inferred from data sets simulated under realistic, observed 
levels of heterogeneity for mammalian genes are reconstructed 
with accuracy comparable to those simulated with homogeneous 
nucleotide frequencies (Rosenberg and Kumar 2003). For the 
primate species, it is now clear that local molecular clocks 
do exist, and that different lineages accumulate nucleotide 
substitutions at different rates (Hacia 2001; Enard and Paabo 
2004). Taking into consideration these remarks, and having 
shown that no global selective constraint or positive 
selection could be detected, we chose to study varying 
substitution rates along the sequences. Thus, novel data on 
local and variable evolution speeds in PMCHL genes were 
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revealed, but they unfortunately seem to be due to technical 
problems. Many recent papers indeed mentioned human-specific 
acceleration of protein sequence changes in genes involved in 
the control of brain development (Dorus, Vallender et al. 
2004), neurotransmission (Burki and Kaessmann 2004) or 
lifespan (Grossman, Wildman et al. 2004), suggesting strong 
Darwinian positive selection. However, the notion of positive 
selection implies a coding potential, as it is well described 
in (Zhang, Rosenberg et al. 1998) with the use of Ka/Ks ratio. 
In our case, as no coding potential was ascertained, we did 
not calculate Ka/Ks ratios, but chose to study the sequence 
variability among primate species and along the sequences. We 
did not compare distance matrices for the domains highlighted 
with the entropy tool, due to the absence of reference 
distance values for primate species and to the shortness of 
the sequence domains when excluding indels and repeated 
regions. Therefore, the functional relevance of these 
evolutionary changes remains unknown but it is tempting to 
speculate that they might play significant roles in the 
primate-lineage specific variability in PMCHL1 transcript 
production, processing and/or stability.  
The PMCHL1/L2 system, which combines the retroposition/exon 
shuffling and the segmental duplication models, has been one 
of the first hominoid-specific gene creation model described 
(Viale, Ortola et al. 1998; Viale, Ortola et al. 1998; Viale, 
Courseaux et al. 2000; Courseaux and Nahon 2001; Courseaux, 
Richard et al. 2003; Long, Deutsch et al. 2003; Nahon 2003). A 
question concerning the creation of novel genes, particularly 
in the case of retroposition/exon shuffling and segmental 
duplication, is relative to the acceptor sites. Which kind of 
sequences favours the original retrotransposition? Which kind 
of sequences allows invasion by foreign sequences? Which kind 
of sequences can we find at the segmental duplication 
boundaries? No clear boundaries specificities are described 
for segmental duplication except for a significant enrichment 
in young Alu Y and Alu S sequences and other repeats similar 
to these involved in Ig heavy chain recombination in 
pericentromeric and interstitial Segmental Duplications (SDs) 
(Samonte and Eichler 2002; Frazer, Chen et al. 2003; Bailey 
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and Eichler 2006). Alu mediated DNA duplications have 
exceptionally been reported in eukaryotes (Jurka, Kohany et 
al. 2004). These duplications appeared however to affect 
mainly hyper recombinogenic chromosomal regions, and 
particularly for secondary duplications (Samonte and Eichler 
2002). Line 1 elements were also directly (i.e. not only 
favouring Alu sequences duplication) implicated in exon 
recombination and have been proposed to mediate exon shuffling 
(Long 2001), but none of the previously described human 
chimeric genes (Eichler, Johnson et al. 2001) harbour this 
kind of element at its boundaries. In the case of PMCHL1/L2, 
no particular sequence could be found at the boundaries, 
neither at the first insertion site of the MCH antisense 
retrotransposon (in an intron of the Brain Cadherin gene at 
the 5p14 locus), nor at the 5q13 locus when creating PMCHL2. 
Many repeated sequences, and in particular Alu sequences, are 
however present inside the genes. These primate specific 
transposable elements are also known to play important role in 
genome evolution by affecting the gene structure and 
expression (Gagneux and Varki 2001; Hacia 2001; Frazer, Chen 
et al. 2003). In this context, we observed an extraordinary 
instability of the PMCHL genes when we tried to propagate the 
whole (exons 1 to 5) or part (5’UTR to exon 2) of the gene in 
bacteria. Interestingly, a truncated Line 2 sequence was 
identified at the boundaries of the rearrangement originally 
observed in the phMCH-L37 clone (Viale, Courseaux et al. 
2000), suggesting that repetitive sequences could promote 
recombination in bacteria. However, this needs to be directly 
addressed. When considering PMCHL1/PMCHL2 gene rearrangements 
at the chromosome level, it is worth noting that PMCHL2 stands 
very close to the SMA locus in 5q13.3 that contained a very 
complex arrangement of duplicated modules (Schmutz, Martin et 
al. 2004). Differences in size, content and organization of 
these duplicated modules were found in human populations and 
generated distinct haplotypes (Nahon 2003; Schmutz, Martin et 
al. 2004). The various genomic deletions associated with the 
SMA syndrome likely resulted from extensive variation in the 
segmental duplications (Courseaux, Richard et al. 2003). 
Interestingly, the SMA region was highly reluctant to standard 
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cloning and sequencing strategies, many DNA segments being 
unclonable in current bacterial vectors (Schmutz, Martin et 
al. 2004). A situation highly reminiscent of the difficulties 
we had to face with the cloning of PMCHL1/PMCHL2 genes.  
 An important aspect of the work presented here is the 
demonstration that PMCHL1 transcripts can be identified in the 
brain of a non-human primate, e.g. Macaca fascicularis. While 
the relative expression pattern of exon 1-2 and exon 4-5 
containing transcripts appeared quite similar in human and 
macaque brain, detailed characterization of PMCHL1 mRNAs in 
prefrontal cortex (PFC) revealed both quantitative and 
qualitative differences. Indeed, using identical RT-PCR 
conditions PMCHL1 gene expression levels were always found 
higher in macaque than in human brain, as indicated by the 
detection on ethidium bromide-stained gels of PCR products 
derived from macaque but not human brain (see Fig.5). 
Interestingly, the apparent down-regulation of PMCHL1 gene 
expression in human brain concerned the two classes of 
unspliced transcripts covering exons 1-2 and exons 4-5, 
respectively. In contrast, spliced PMCHL1 mRNAs covering exons 
1-5 were identified in human but not macaque brain, albeit 
they represent rare transcripts compared with unspliced mRNAs. 
 For mRNAS containing exons 4-5, our data fitted with the 
sequence analysis of PMCHL1 gene that predicted the lack of 
functional splice sites in intron D in the cercopithecoid 
lineage and their creation in the hominoid lineage (Courseaux 
and Nahon 2001). In addition, we failed to identify unspliced 
transcripts linking exons 1-2 to exons 4-5 in the macaque or 
human brain (our data) or in cDNAs or EST libraries. Marked 
difference in expression of exons 1-2 and exons 4-5 containing 
mRNAs was also noted in human and macaque cerebellum. This 
suggested therefore that the synthesis of unspliced exons 4-5 
containing transcripts depend on a promoter distinct than the 
one used to produce exons 1-2 containing mRNAs. Further RACE-
PCR experiments should clarify this issue.  
For exons 1-2 containing mRNAs, distinct cap sites were 
found in macaque and human when analysing the transcriptional 
capacity of the region covering 7 kb upstream from the site of 
insertion of the MCH antisense retrotransposon. In human, a 
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putative PMCHL1 cap site was mapped close to the insertion 
site, in agreement with previous RACE-PCR experiments (Viale, 
Ortola et al. 1998; Courseaux and Nahon 2001). In macaque, 
PMCHL1 mRNA containing exons 1-2 extended clearly up to 2.5 kb 
upstream from the cap site found in human, some transcripts 
encompassing a region located 7 kb upstream from the insertion 
site. The comparative sequence analysis of the putative TATA 
box associated with the human PMCHL1 cap site revealed a 
mutation that predicted binding of polymerase II complex at 
this site only in Pan and Homo (Fig.6). This putative cap site 
would have evolved from a non-functional sequence in a common 
ancestor to Hominids.  
Collectively, our gene expression results are therefore 
consistent with the hypothesis that the promoter regions of 
the PMCHL1 transcription unit diverge in the cercopithecoid 
and hominid lineages resulting in species-specific 
differential expression levels but with similar regional 
expression pattern of major unspliced transcripts in macaque 
and human brain. Relative evolutionary conservation in the 
expression pattern of exons 1-2 and exons 4-5 containing mRNAs 
is of prime importance when considering the macaque as a Non-
human Primate (NHP) model to investigate the regulation of 
PMCHL1 gene expression. This gene expression profile is 
compatible with the nearly neutral theory for transcriptome 
evolution (Khaitovich, Enard et al. 2006) that predicted that 
functional constraint resulting from multiple gene network 
interactions is the primary force that shape gene expression 
changes in the primate brain. Furthermore, it has been noted 
recently that the rate of promoter evolution was significantly 
higher in the primate lineage compared to other mammals 
(Taylor, Kai et al. 2006). The differences in the PMCHL1 gene 
promoter use we observed in macaque and human cortex could 
reflect this general trend. Indeed, primate-specific divergent 
expression patterns associated with sequence variations in the 
regulatory regions have been reported for the foetal γ globin 
gene in Galago and human (TomHon, Zhu et al. 1997), the class 
I γADH gene in baboon and human (Cheung, Holmes et al. 1999), 
the apo(a) gene in chimpanzee and human (Huby, Dachet et al. 
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2001) and the α •G gene in Platyrrhines and Catarrhines (Maston 
and Ruvolo 2002). A Cytosine to Thymidine substitution at the 
first base of a putative TATA box sequence that occurred 
selectively in the hominoid lineage could be a potential 
determinant of the switch observed in the human PMCHL1 
promoter use by comparison with the macaque. However, 
experiments involving expression in cell lines and site-
directed mutagenesis should be carried out to test this 
hypothesis. 
 A puzzling question concerns the function of PMCHL1 
transcripts in the primate brain. In particular, what might be 
the role(s) of the major unspliced PMCHL1 mRNAs in the cortex 
of human and macaque. Previous in vitro translation and 
transfected cell studies have suggested that the exon 1-2 
containing transcript would encode a putative nuclear protein 
of 72 amino acids, named VMCH-p8, albeit this protein appeared 
weakly expressed and under restricted conditions (Viale, 
Courseaux et al. 2000). Antibodies raised against the nuclear 
localization sequence (NLS) and the NEI domain of VMCH-p8 
failed to detect the expected polypeptide in protein extracts 
from developing human brain or adult macaque cortex 
(unpublished data). Because of the poor protein coding 
potential in in vitro systems and absence of corresponding 
protein in primate brain it is tempting to propose that these 
PMCHL1 transcripts work mainly as a non-protein coding RNA 
(ncRNA). Since the realization that 98 % of the 
transcriptional output in mammals consisted of ncRNAs, the 
importance of this new class of regulatory RNAs has grown 
tremendously (Mattick and Gagen 2001; Storz 2002). Small 
ncRNAs (including snoRNAs, miRNAs, siRNAs) played extensive 
roles in developmental and physiological pathways in 
multicellular organisms (Mattick and Makunin 2005). 
Incidentally, it appeared in our tests that PMCHL1 is neither 
a support nor a target for siRNAs. Other ncRNAs of large size 
(ranging from 1 to more than 100kb) are associated with 
chromosome inactivation such as Xist and antisense Tsix 
transcripts involved in X inactivation in female mammals 
(Panning, Dausman et al. 1997; Johnston, Nesterova et al. 
1998), mammalian development at imprinted loci such as the H19 
 - 21 -
and Igf2 RNAs (Arney 2003) or the Air RNA (Sleutels, Zwart et 
al. 2002). The Air gene is particularly interesting in 
providing some clues about how PMCHL1 transcript could act as 
a ncRNA. Indeed, Air RNA is a very long, unspliced, repeat-
rich transcript (all features shared with the PMCHL1 
transcripts) that appeared responsible for imprinted 
repression of nearby genes (including Igf2r gene) through an 
antisense-mediated mechanism (Sleutels, Zwart et al. 2002). 
Sense/antisense PMCHL1 transcripts were conspicuously found in 
developing human brain (Viale, Courseaux et al. 2000; 
Courseaux and Nahon 2001) and several adult macaque brain 
areas (our unpublished data). Is the sense/antisense 
transcripts ratio in any way crucial for PMCHL1 function? Are 
they controlling the expression of neighbouring genes in cis 
(an obvious candidate is the brain cadherin gene) or multiple 
genes in trans through RNA-RNA duplexes. We are now addressing 
these intriguing questions. 
 In conclusion, we provided here compelling evidence that 
PMCHL1 gene was created soon after divergence of Platyrrhini 
and Catharrini (i.e. 30-35 Mya) and that it acquired very 
rapidly a transcriptional activity in the brain of Catarrhine 
ancestors that can be recognized today in the overlapping 
expression pattern of unspliced transcripts in the macaque and 
human cortex and cerebellum. It is tempting to speculate that 
MCH antisense retrotransposon fortuitously has been inserted 
near brain-specific promoter elements, a favourable genomic 
environment that allowed selective pressure to maintain 
expression in specific brain areas. Incidentally, the macaque 
therefore appears to constitute a useful and accessible model 
in which to analyse these regulatory elements as well as the 
regulation of the major PMCHL1 transcripts shared among 
Catharrines. Thereafter, the molecular evolutionary history of 
PMCHL1 became complex with mutations selectively in the 
hominidae lineage that contribute to the emergence of new 
exons (Viale, Courseaux et al. 2000; Courseaux and Nahon 2001) 
and a new putative transcriptional starting site (see Fig.6) 
that allowed production of both spliced and unspliced PMCHL1 
transcripts. This increase in complexity was accompanied by an 
overall decrease in PMCHL1 mRNA synthesis, a down-regulation 
 - 22 -
that resulted likely from a switch in promoter use but 
modifications in mRNA stability should also be considered. 
Overall, the PMCHL1 gene represents an obvious candidate gene 
to look for genetic differences that might be associated with 
the emergence of new brain structures and functions in the 
Catarrhine lineage. A puzzling question that we should address 
now is the relative contribution of the PMCHL1 gene in 
relation to the multiple genic changes (reviewed in (Varki 
2004; Sikela 2006)) that operated in the primate lineage 
leading to brain reorganization and cognitive implementation 
in human.   
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Figure 1 : Schematic map of the PMCHL1/PMCHL2 loci and genes 
A, the position and orientation of PMCHL1 inside CDH12, PMCHL2 
and documented EST inside the duplicon as well as the length 
of each fragment are indicated. EST506, ST504 and EST502 stand 
for ENSESTT00000060506, ENSESTT00000060504and 
ENSESTT00000060502 respectively.  
B, the PMCHL1 gene and its immediate environment are 
particularly rich in repeated sequences, mainly on the 
antisense strand according to the standard orientation of 
PMCHL1. The phMCH-L37 clone is shown as an example of gene 
rearrangement after cloning/expansion in bacteria; the 
transposed sequences are indicated as well as repeated 
sequences.  
C, Alignment of the PMCHL region encompassing exons 1-2’ in 
different species with corresponding MCH gene domains. The 
PMCHL1(L1) and PMCHL2(L2) genes resulted from AROM messenger 
retrotransposition and thus derived from the MCH sequence 
(sense strand). A break in exon 1 (concomitant to PMCHL1 
creation) and the insertion of the remaining part in the 
opposite orientation downstream from the region homologous to 
exon III of the MCH gene is represented at the bottom of the 
figure. Insertion of the Alu element is figured, as well as 
punctual indels (dark red for indels conserved in the human 
lineage, light red for indels found in Cercopithecoids,  pink 
for indels appearing in Cebus MCH gene only). 
 
 
Figure 2: Phylogenetic studies of the MCH and PMCHL genes 
A, phylogenetic analysis of the aligneable MCH and PMCHL 
sequences, B,phylogenetic analysis of a longer PMCHL gene 
portion. Both, Unrooted trees obtained using a neighbor-
joining (NJ) method. Branches also found by maximum likelihood 
(G option) and parsimony are indicated respectively with ** 
(p<0.01) and +. Percentages are given for a 1000 bootstrap 
replications with the NJ method. 
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Figure 3: Schematic representation of PMCHL spliced 
transcripts in human tissues:  
Several mRNAs were identified through nested PCR followed by 
sequencing. The oligonucleotide couples used are F1/R1a or 
F1/R1b for the first PCR, and F2/R2 for the nested PCR 
(sequences available in the supplemental table). Tissue 
expression, exons involved in alternative splicing and 
characteristics of the PCR amplification are indicated, as 
well as putative ORFs. 
 
Figure 4: Comparison of PMCHL expression in human and maccaca 
brain 
A, positions of the oligonucleotides couples and probes used 
for the PCR amplification and southern blotting detection 
(sequences available in the supplemental table. Note that F1-
2/F1-5 and R1-5/R4-5 correspond to F1 and R1a shown in figure 
4 respectively). 
B, RT-PCR analysis of RNA extracted from human or macaque 
cortex and cerebellum. Ethidium Bromide (EB)-stained gels and 
southern blotting are shown for each PCR amplification that 
joined exons 1-2, 4-5 or 1-5. The probes used for the southern 
blotting are indicated above. The probes used for the southern 
blotting are indicated above. RT :Reverse-Transcribed ; NRT : 
Non Reverse-Transcribed. The size of PCR products are shown 
when identified on EB-stained gels. NA stands for Not 
Available, CX and Cb for Cortex and Cerebellum.  
 
Figure 5:  Differential expression pattern of PMCHL 5’ region 
in human and macacca cortexes 
A, Organization of cDNA obtained with hMCH7 and P9AS specific 
RT-PCR. Locations of primers and length of expected 
PCR_amplified products are represented by black double arrows, 
probes to detect PCR products are represented by color boxes 
and color thick lines. The white arrowhead represents the 
human putative capsite and the black arrowheads represent the 
location of primers used for specific RT-PCR. Putative TATA 
box sequences in different primate species are shown and 
sequence identity is boxed. 
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B, Specific RT-PCR analysis of RNA extracted from human and 
maccaca cortex. Southern blotting experiments are shown for 
several 5’ PCR amplifications on a length of 7000 pbs upstream 
exon 1 of PMCHL. Primers used for specific RT-PCR and PCR 
amplifications are indicated above and probes used for 
southern blotting are indicated below. RT stands for reverse-




Supplementary data, Figure 1: structural constraints on DNA 
micro domains in the PMCHL1 gene  
A, B, Evolution of the variability between primates sequences 
along the MCH (A) and PMCHL1 (B) genes, respectively (to 
scale). The variability is expressed in arbitrary unit, 
according to the nucleotidic variability Program. Indels are 
indicated, they corresponds to indels between human and the 
most distant species (i.e. Cercopithecoids for the 5' part of 
the PMCHL gene, and Cebus capucinus for the 3' part of the 
same gene). 
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